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Περίληψη
Στην παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή πραγματοποιήθηκεμε μοριακές και 
βιοχημικές μεθόδους η ταυτοποίηση και ο χαρακτηρισμός ενός βακτηρίου το οποίο 
απομονώθηκε στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας του Τμήματος 
Τεχνολογίας Τροφίμων του ΤΕΙ Θεσσαλίας στα πλαίσια της προπτυχιακής διατριβής 
μου, εξ'αιτίας της αντιμυκητιακής του δράσης invitro. Το βακτήριο αυτό είναι ένα 
Gram αρνητικό βακτήριο το οποίο ανήκει στο γένος Pseudomonas το οποίο έχει 
συγγένεια με την Pseudomonas fluorescens. Είναι θετικό σε βιοδοκιμές για παραγωγή 
οξειδάσης και καταλάσης, έχει κινητικότητα, μπορεί και διασπά το κιτρικό οξύ, έχει 
λιπολυτική ικανότητα στους 8°C ενώ και έχει πολύ μικρό μέγεθος (μπορεί και 
περνάει από φίλτρα με μέγεθος πόρων O ^m ). Το βέλτιστο pH ανάπτυξης είναι το 9 
ενώ η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης είναι οι 25°C, και δε σχηματίζει σπόρια. 
Κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες θερμοκρασίας ανάπτυξης μπορεί και παράγει μια 
μπλε- μαύρη χρωστική, η οποία για την ώρα έχει άγνωστη σύσταση και βιολογικό 
ρόλο.
Τέλος, μελετήθηκε η αντιμικροβιακή του δράση τόσο σε τροφοπαθογόνα 
βακτήρια όσο και σε φυτοπαθογόνους ή αλλοιογόνους μύκητες. Στις in vitro 
μετρήσεις διαπιστώθηκε ότι μόνο τα ζωντανά κύτταρα είχαν αντιμυκητιακή δράση, η 
οποία ποικίλει ανάλογα με τον μικροοργανισμό-στόχο, ενώ δεν παρουσίασε καμία 
αντιμικροβιακή δράση το μεμονομένο ενδοκυτταρικόή εξωκυτταρικό περιεχόμενο 
μετά την απομάκρυνση ή την καταστροφή των κυττάρων (συνεπώς η αντιμικροβιακή 
δράση σχετίζεται με την ανάπτυξη των ζωντανών κυττάρων). Δεν παρατηρήθηκε 
επίσης καμία αντιμικροβιακή δράση έναντι των παθογόνων βακτηρίων που 
μελετήθηκαν, ούτε από τα ζωντανά κύτταρα, αλλά ούτε και από το ενδοκυτταρικό 
και εξωκυτταρικό περιεχόμενο (ελεύθερο κυττάρων).
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Abstract
In the present work, molecular and biochemical methods have been carried out 
to identify and characterize a bacterium isolated in the Laboratory of Microbiology 
and Biotechnology of the Department of Food Technology of TEI of Thessaly in the 
framework of my undergraduate thesis due to its in vitro antifungal activity. This 
bacterium is a Gram negative bacterium which belongs to the genus Pseudomonas, 
which is closely releated to Pseudomonas fluorescens. It is positive in bioassays for 
the production of oxidase and catalase, with mobility, and can utilize citric acid, it has 
lipolytic ability in 8°C and it has a very small size (and can pass through filters with a 
pore size of 0.2pm). The optimal pH for growth is 9 while the optimal growth 
temperature is 25°C, and it does not form spores. Under a certain temperature regime 
of growth conditions, it can produce a blue-black pigment, which as yet has an 
unknown composition and biological role.
Finally, its antimicrobial activity has been studied against both food 
pathogenic bacteria and phytopathogenic fungi. In vitro measurements that only living 
cells had antifungal activity, which varies according to the target microorganism, 
while the isolated intracellurar or extracellurar content after removal or destruction of 
the cells lack any antimicrobial activity (therefore the antimicrobial activity is related 
to bacterial growth). No antimicrobial activity was observed against the pathogenic 
bacteria studied, neither by living cells nor by intracellular and extracellular (cell free) 
content.
9
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
Κεφάλαιο 1ο: Βιολογική καταπολέμηση μικροοργανισμών
1.1 Εισαγωγή
Στις μέρες μας, οι καταναλωτές αρχίζουν να ενημερώνονται για την επίδραση 
που έχουν στην υγεία τους τα συστατικά των τροφίμων που επιλέγουν να 
καταναλώνουν και για το λόγο αυτό παρατηρείται μια στροφή προς κατανάλωση 
τροφίμων που ενισχύουν την υγεία και προλαμβάνουν μακροχρόνιες ασθένειες. Οι 
καταναλωτές ζητούν ανθεκτικά, ασφαλή και ελάχιστα επεξεργασμένα τρόφιμα, χωρίς 
χημικά συντηρητικά και τεχνητά πρόσθετα. Δεν είναι τυχαία η στροφή των 
καταναλωτών προς βιολογικά-αγνά τρόφιμα καθώς και φυσικές τροφές που χωρίς 
πρόσθετα, παρουσιάζουν πολλαπλά οφέλη για την υγεία. Τέλος, πρέπει να σημειωθεί 
ότι οι καταναλωτές ευαισθητοποιούνται και διαλέγουν τρόφιμα που έχουν υποστεί 
φιλικές προς το περιβάλλον επεξεργασίες και βασίζονται στη χρήση φυσικών ουσιών 
(Tirloni et al., 2014; Oliveira et al., 2013; Sharma et al., 2009; Soomro et al., 2002)
Ωστόσο, είναι δύσκολο να δημιουργούνται προϊόντα που να ανταποκρίνονται 
στις σύγχρονες ανάγκες και επιθυμίες των καταναλωτών. Συγκεκριμένα, απαιτούνται 
προϊόντα χαμηλού κόστους και ταυτόχρονα ασφαλή, με υψηλή διατροφική αξία και 
ελάχιστα επεξεργασμένα. Για το λόγο αυτό η βιομηχανία τροφίμων αντιμετωπίζει την 
πρόκληση να μειώσει τα χημικά συντηρητικά και να εκπληρώσει την απαίτηση των 
καταναλωτών για φυσικά και ελάχιστα επεξεργασμένα τρόφιμα, με σύγχρονες 
τεχνολογίες και νέες βιοτεχνολογικές εφαρμογές. Η εφαρμογή προτάσεων για βιο­
προστασία αποτελεί κατάλληλη εναλλακτική (da Silva Malheiros et al., 2010; Hugas, 
1998).
1.2 Βιοπροστασία
Ο βιολογικός έλεγχος (ή βιοέλεγχος) ως μέθοδος για την προστασία των 
καλλιεργειών και άλλων ευπαθών προϊόντων έχει λάβει αυξημένη προσοχή από την 
επιστημονική ερευνητική κοινότητα τα τελευταία χρόνια (Bruce et al., 2002). 
Ειδικότερα η βιολογική προστασία ή βιο-προστασία (bioprotection) είναι μια 
εναλλακτική λύση στις χημικές επεξεργασίες. Η βιο-προστασία χρησιμοποιεί έναν 
μικροοργανισμό ή προϊόντα του για να αναστείλει την ανάπτυξη ή βλαβερές 
συνέπειες ενός άλλου παθογόνου μικροοργανισμού ενισχύοντας την ασφάλεια και
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αυξάνοντας τη διάρκεια ζωής των τροφίμων (Schnurer and Magnusson,2005; Kreber 
and Morrell, 1992).
H βιο-προστασία ενισχύει την αποτελεσματικότητα των καλλιεργητών 
μεθόδων στη γεωργία, ειδικά στη βιολογική γεωργία, η οποία προσπαθεί να μειώσει, 
και γιατί όχι να εξαλείψει, την χρήση χημικών φυτοφαρμάκων για τις σοδειές αφού οι 
επιπτώσεις για το περιβάλλον είναι σημαντικές. Για το λόγο αυτό και έχει 
χαρακτηριστεί ως «πράσινη τεχνολογία» (Veskovic et al., 2012; Trias, 2008).
H βιο-προστασία μπορεί να επιτευχθεί με την χρήση των εξής βιο­
παραγόντων:
• ζωντανών μη παθογόνων μικροοργανισμών που θα λειτουργήσουν ως 
ανταγωνιστές, όπως είναι η σημαντική κατηγορία των γαλακτικών 
βακτηρίων Lactic acid bacteria (LAB) ή των μεταβολιτών τους (π.χ. 
βακτηριοσίνες)
• βακτηριοφάγων
• αντιβιοτικών
Τα κυριότερα χαρακτηριστικά που πρέπει να διαθέτει ένας μικροοργανισμός 
για να αποτελέσει βιο-παράγοντα είναι(Sharma et al., 2009; Trias, 2008):
• να έχει γενετική σταθερότητα
• να μην είναι απαιτητικός σε διατροφικές ανάγκες
• να είναι ικανός να επιβιώσει σε αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες
• να μπορεί να αναπτύσσεται σε φτηνό υπόστρωμα στο ζυμωτήρα
• να είναι σε μορφή που να μπορεί να αποθηκεύεται και χορηγείται 
αποτελεσματικά
• να είναι συμβατός με άλλες χημικές και φυσικές επεξεργασίες
• να παρουσιάζει αντίσταση στα χρησιμοποιούμενα φυτοφάρμακα
• να μην είναι παθογόνος και να μην παράγει βλαβερές ουσίες για την υγεία του 
ανθρώπου
• να είναι αποτελεσματικός σε χαμηλές συγκεντρώσεις και ενάντια σε ένα ευρύ 
φάσμα παθογόνων
11
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
1.3 Βακτηριοφάγοι
Παράλληλα με τη δημιουργία βακτηρίων ανθεκτικών στα αντιβιοτικά, 
ξεκίνησε η έρευνα για εναλλακτική αντιμετώπιση των παθογόνων βακτηρίων με τη 
χρήση εναλλακτικών στρατηγικών και το ενδιαφέρον στράφηκε προς ανάπτυξη 
έρευνας στην αντιβακτηριδιακή ικανότητα των βακτηριοφάγων (Strauch et al., 2007).
Οι βακτηριοφάγοι είναι ιοί που «μολύνουν» και λύουν μόνο βακτηριακά 
κύτταρα. Ορισμένοι βακτηριοφάγοι είναι περισσότερο εξειδικευμένοι και 
προσβάλλουν συγκεκριμένο στέλεχος, ενώ άλλοι λιγότερο και προσβάλουν ένα 
σύνολο βακτηριακών στελεχών του ίδιου γένους. Σχετικά πρόσφατα έγινε γνωστό ότι 
οι βακτηριοφάγοι μπορούν να έχουν πολλές εφαρμογές στα τρόφιμα. Συγκεκριμένα, 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν α) ως εναλλακτικά αντιβιοτικά για ζώα, β) ως βιο- 
συντηρητικά σε τρόφιμα και γ) ως ανιχνευτές παθογόνων βακτηρίων στη τροφική 
αλυσίδα (Garcia et al., 2008).
Ανακαλύφθηκαν από τους Ernest Hankin (1896) και Frederick Twort (1915), 
που παρατήρησαν την αντιβακτηριδιακή τους δράση. Αυτό τράβηξε πρόσκαιρα το 
ενδιαφέρον των βιομηχανιών, καθώς αργότερα εμφανίστηκαν τα αντιβιοτικά. Στην 
αγορά υπάρχουν προϊόντα που βασίζονται στους φάγους, π.χ. Phage Bioderm (Garcia 
et al., 2008).
Δύο χαρακτηριστικά των βακτηριοφάγων που παράλληλα τα καθιστούν 
ασφαλή στη χρήση, είναι ότι παρουσιάζουν εξειδίκευση στους ξενιστές και είναι 
ακίνδυνα για τα θηλαστικά. Ωστόσο, το γεγονός ότι είναι ιοί και όπως είναι γνωστό, 
έχουν την ικανότητα να μεταλλάσσονται, δημιουργεί ερωτηματικά για τη χρήση τους 
στα τρόφιμα (Strauch et al., 2007).
Πλεονεκτήματα βακτηριοφάγων ως εργαλείων βιο-ελέγχου για ασφαλή 
τρόφιμα (Garcia et al., 2008)
> Ιστορικό ασφαλούς χρήσης
> Πανταχού παρόντες στη φύση, συμπεριλαμβανομένων των 
οικοσυστημάτων τροφίμων
> Εκτεταμένη κλινική χρήση στην Ανατολική Ευρώπη
> Δεν παρατηρήθηκαν ανεπιθύμητες ενέργειες στην εντερική 
μικροχλωρίδα
> Αβλαβή για κύτταρα θηλαστικών
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> Γενετικά δεκτικά
> Ευέλικτη χρήση σε όλη την τροφική αλυσίδα
> Εργαλεία για την ανίχνευση παθογόνων
Η χρήση φάγων εφαρμόζεται στα τρόφιμα (σε όλα τα στάδια παραγωγής), στο 
νερό, στα φυτά και στην υγεία των ζώων. Ειδικότερα, οι βακτηριοφάγοι μπορούν να 
προστατέψουν τα ζώα από διάφορες ασθένειες. Επίσης, μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για απολύμανση- εξυγίανση επιφανειών, εξοπλισμού και ακατέργαστων προϊόντων. 
Ανεβαίνοντας την τροφική αλυσίδα οι φάγοι, με την ιδιότητα ως ‘φυσικών 
συντηρητικών’ μπορούν να παρατείνουν τον χρόνο ζωής ευπαθών τροφίμων. Τέλος, 
μπορούν σε συνδυασμό με άλλες επεξεργασίες ή μεθόδους συντήρησης να 
αποτελέσουν εμπόδιο για την ανάπτυξη αλλοιογόνων παθογόνων βακτηρίων (Garcia 
et al., 2008,2010).
Αποτελούνται από το γονιδίωμα, το καψίδιο και νουκλεϊκά οξέα που 
‘περιβάλλονται’ από ένα στρώμα πρωτεΐνης. Οι περισσότεροι φάγοι έχουν DNA, 
ενώ άλλοι μονόκλωνο DNA ή μονόκλωνο RNA. Δυο κατηγορίες κύκλου ζωής
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βακτηριοφάγων υπάρχουν, ο λυτικός και ο λυσιγονικός (παρατηρείται μόνο σε 
φάγους που το γενετικό υλικό τους είναι δίκλωνο DNA).
Εικόνα 2: α) δομή ενός βακτηριοφάγου με ουρά, β) λυτικός και ο λυσιγόνος κύκλος 
βακτηριοφάγου (Garcia et al., 2010)
Αρκετοί ερευνητές ασχολούνται με τους βακτηριοφάγους ως παράγοντες βιο­
συντήρησης σε αλλοιώσεις και αυτό φαίνεται από τα άρθρα που δημοσιεύονται 
καθημερινά πάνω στο θέμα αυτό. Παρόλο που αποτελούν πολλά υποσχόμενη 
εναλλακτική για ασφαλή τρόφιμα, η ακριβής γνώση της βιολογίας των 
βακτηριοφάγων πρέπει να διερευνηθεί περισσότερο για να αποδειχτεί η ασφάλεια 
των ‘βρώσιμων ιών’, όπως έχουν χαρακτηριστεί, και να εφαρμοστεί η χρήση τους σε 
βιομηχανικό επίπεδο. Η αντιμικροβιακή δραστηριότητα που παρατηρήθηκε σε 
πειράματα στα εργαστήρια μπορεί να μην ανταποκρίνεται στις πραγματικές συνθήκες 
όπου εκτίθενται τα τρόφιμα καθώς ενδέχεται να παρεμποδίζονται από ανασταλτικούς 
παράγοντες όπως το pH. Υπάρχουν ακόμη θέματα ασφάλειας σχετικά με τη χρήση 
των φάγων που ‘εμποδίζουν’ την βιομηχανική τους εφαρμογή. Αναλυτικά, οι φάγοι
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είναι μερικές φορές πολύ ειδικοί για τα βακτήρια στόχους τους. Ακόμη, μπορεί να 
προκόψει αντοχή των βακτηρίων στόχων κατά παρασκευασμάτων φάγου. Τέλος, οι 
φάγοι μπορούν να φέρουν γονίδια μολυσματικότητας αυξάνοντας έτσι την 
παθογένεια ενός βακτηρίου στόχου. Για τους λόγους αυτούς, η εφαρμογή των φάγων 
για ασφαλέστερα προϊόντα βρίσκεται ακόμη σε πειραματικό στάδιο. Παρόλα αυτά, το 
γεγονός ότι οι φάγοι βρίσκονται σε φυσικά περιβάλλοντα και έχουν απομονωθεί από 
τροφές όπως χοιρινό, στρείδια, μύδια, μανιτάρια, γαλοπούλα, κοτόπουλο, τυρί, 
γιαούρτι θα πρέπει να συμβάλει στην εμπιστοσύνη των καταναλωτών ως προς την 
προσθήκη των φάγων στα τρόφιμα (Garcia et al., 2010).
Εικόνα 3: Τρισδιάστατη απεικόνιση βακτηριοφάγου
(http://www.deomedica.com/services/bacteriophage)
15
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
Είναι επιτακτική ανάγκη να βρεθούν εναλλακτικές λύσεις για την προστασία 
των τροφίμων από την αλλοίωση και τον περιορισμό παράλληλα της χρήσης χημικών 
προσθέτων και φυτοφαρμάκων λόγω των κινδύνων που αυτά εγκυμονούν για την 
υγεία και το περιβάλλον. Για τον λόγο αυτό, η χρήση μικροβίων και μεταβολιτών 
τους είναι κατάλληλη εναλλακτική λύση για την αντικατάσταση των ουσιών αυτών 
και την προστασία των τροφίμων. Η χρήση τους βέβαια μπορεί να περιορίζεται υπό 
ορισμένες συνθήκες (Sharma et al., 2009).
Χαρακτηριστικά αναφέρεται η καταστροφή που προκαλείται από μύκητες σε 
σοδειές σιτηρών καθώς και φρούτα και λαχανικά κατά την αποθήκευση, γεγονός που 
πολλές φορές σχετίζεται και με τις μυκοτοξίνες που παράγουν. Η χρήση 
παρασιτοκτόνων είναι αναγκαίο να αντικατασταθεί με εναλλακτικούς τρόπους 
συντήρησης. Η διατήρηση με βακτήρια και ζύμες, σαν βιοπροστατευτικούς 
παράγοντες, έχει προταθεί σαν μια πολλά υποσχόμενη λύση (Adel Druvefors, 2004).
Παράδειγμα βιοπροστατευτικού παράγοντα αποτελεί η μελέτη που 
πραγματοποιήθηκε για την αναστολή ανάπτυξης των P. digitatum και P. italicum που 
προκαλούν σήψη. Χρησιμοποιήθηκαν 2 στελέχη βακτηρίων (Pseudomonas cepacia 
και Pseudomonas syringae) και 2 ζύμες (Debaryomyces hansenii και Aureobasidium 
pullulans). Μόνο το βακτήριο P.cepacia προκάλεσε ζώνες αναστολής εναντίον των 2 
μυκήτων στο PDA. Η P.cepacia είναι αποτελεσματικός παράγοντας βιο-ελέγχου στις 
φυτικές επιφάνειες, χάρη στις αντιβιοτικές ενώσεις που παράγει (Wilson and Chalutz, 
1989).
Δράση
Ένας τρόπος δράσης των μικροβίων ανταγωνιστών είναι να παράγουν λυτικά 
ένζυμα όπως γλυκονάση, χιτινάση, και πρωτεϊνάσες που συμβάλλουν στη ‘λύση’ του 
κυτταρικού τοιχώματος των παθογόνων μυκήτων. Έχει βρεθεί ότι συνδυασμοί α) 
μικροβίων ανταγωνιστών με χαμηλές ποσότητες μυκητοκτόνων και β) μικροβίων 
ανταγωνιστών με συνθετικά πρόσθετα όπως χλωριούχο ασβέστιο μπορούν να έχουν 
αξιόλογα αποτελέσματα ( Adel Druvefors, 2004).
1.4 Μικροοργανισμοί ανταγωνιστές σε τρόφιμα και φυτά
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Προς τις αρχές της δεκαετίας του ’90 μικροβιακοί ανταγωνιστές- ζύμες, 
αναφέρονταν για έλεγχο διαφόρων παθογόνων σε διάφορα φρούτα. Οι 
επικρατέστεροι εκπρόσωποι ζυμών είναι οι: Kluyveromyces, Debaryomyces, 
Yarrowia που απομονώθηκαν από γαλακτοκομικά προϊόντα (Sharma et al., 2009, 
Adel Druvefors, 2004).
Οι ζύμες αποτελούν σημαντικά συστατικά για ζυμώσεις στην επεξεργασία 
τροφίμων και ποτών εδώ και πολλά χρόνια. Διαδραματίζουν ουσιαστικό ρόλο στην 
παρασκευή ορισμένων γαλακτοκομικών προϊόντων που έχουν υποστεί ζύμωση, 
καθώς και στην ωρίμανση ορισμένων τυριών και συνεισφέρουν ουσιαστικά στο 
τελικό προϊόν. Πρόσφατα αποδείχτηκε η δράση ανταγωνιστικών ζυμών (Pichia 
anomala και Candida spp) στη βιο-συντήρηση φυτικών προϊόντων μετά τη 
συγκομιδή (Sundh and Melin, 2010).
Μικροοργανισμοί ανταγωνιστές έχουν εισαχθεί τεχνητά σε φρούτα και 
λαχανικά για να αντιμετωπίσουν αλλοιώσεις. Παράδειγμα δράσης ανταγωνιστών 
είναι η αντιμετώπιση της σήψης φρούτων από τις εξής ζύμες: Pichia guilliermondii, 
Candida oleophila, Candida sake, Candida formata, Candida saitona, Debaryomyces 
hansenii και Metschnikowia fructicola. Οι ζύμες, ως μέρος των αλληλεπιδράσεων, 
είτε συμβάλλουν στη ζύμωση με την υποστήριξη των καλλιεργειών εκκίνησης, 
αναστέλλοντας τη δράση ανεπιθύμητων μικροοργανισμών που προκαλούν ποιοτικά 
ελαττώματα, είτε προστίθενται στο τελικό προϊόν για επιθυμητές βιοχημικές αλλαγές 
όπως η πρωτεολυτική, η λιπολυτική δραστηριότητα και η παραγωγή αρωματικών 
ενώσεων (Sundh and Melin, 2010).
Οι ζύμες εμφανίζουν ικανότητες όπως, ανάπτυξη σε χαμηλές θερμοκρασίες, 
ζύμωση της λακτόζης και αφομοίωση των οργανικών οξέων όπως γαλακτικό και 
κιτρικό οξύ, λιπολυτική και πρωτεολυτική δραστηριότητα, ανάπτυξη σε χαμηλή 
ενεργότητα νερού, ανθεκτικότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων και αντίσταση 
σε καθαριστικές ουσίες και απολυμαντικά. Γενικά οι ζύμες δεν είναι πιθανό να 
αποτελούν κανένα κίνδυνο για τον καταναλωτή, αν και ορισμένες ζύμες προκαλούν 
ευκαιριακές λοιμώξεις σε ανθρώπους. Δεν αποτελούν κίνδυνο παραγωγής τοξινών ή 
σπορίων. Απαντώνται με φυσικό τρόπο στα τρόφιμα. Πολλές ζύμες έχουν διμορφική 
ικανότητα, δηλαδή μπορούν να αναπτύσσονται και ως ζύμες αλλά και ως
1.4.1. Οι Ζύμες ως μικροβιακοί ανταγωνιστές
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νηματοειδείς μύκητες. Ακόμη, οι ζύμες έχουν γενικά απλές διατροφικές απαιτήσεις, 
μπορούν να καταναλώνουν τα θρεπτικά συστατικά και να πολλαπλασιάζονται 
γρήγορα. Οι ζύμες μπορούν να αυξηθούν ραγδαία σε φθηνά υποστρώματα σε 
ζυμωτήρια και ως εκ τούτου, είναι εύκολο να παραχθούν σε μεγάλες ποσότητες. 
Τέλος, οι ζύμες επηρεάζονται λιγότερο από τα φυτοφάρμακα σε σχέση με τους 
άλλους μικροοργανισμούς (Sundh and Melin, 2010; Adel Druvefors, 2004).
Οι ζύμες θεωρείται ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μικροβιακοί 
ανταγωνιστές σε φρούτα και λαχανικά καθώς (α) μπορούν να επιβιώσουν για αρκετό 
διάστημα σε δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες που απαντώνται στην επιφάνεια 
φρούτων και λαχανικών (β) μπορούν να παράγουν εξωκυτταρικούς μεταβολίτες, οι 
οποίοι βοηθούν την ζύμη να επιβιώσει σε δυσμενείς συνθήκες αλλά και περιορίζουν 
την ανάπτυξη παθογόνων μικροβίων και (γ) δεν παράγουν μυκοτοξίνες ή σπόρια 
ικανά για αλλεργίες (Sharma et al., 2009; Adel Druvefors, 2004).
Έχει παρατηρηθεί ότι σε αποστειρωμένο γάλα, οι ζύμες αυξάνονται και 
φτάνουν σε υψηλούς πληθυσμούς, λόγω της απουσίας οποιασδήποτε ανταγωνιστικής 
μικροχλωρίδας, ενώ στο νωπό γάλα η ανταγωνιστική αλληλεπίδραση που 
προκαλείται από τα ψυχρότροφα βακτήρια περιορίζει την ανάπτυξη της ζύμης. Η 
αμοιβαία ή συνεταιριστική αλληλεπίδραση, ωστόσο, είναι εμφανής σε περιβάλλοντα, 
όπως στα γιαούρτια και στα τυριά, την οποία και οι δύο πληθυσμοί ωφελούν (Viljoen, 
2001).
Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η ζύμη Metschnikowia έχει ανταγωνιστική 
δραστηριότητα προς νηματοειδείς μύκητες, βακτήρια και ζύμες. Το στέλεχος 
Metschnikowia pulcherrima μπορεί να είναι αποτελεσματικό για την προστασία των 
μήλων, των ροδάκινων και των σταφυλιών από την σήψη που προκαλεί ο Botrytis 
cinerea και άλλα μετά τη συγκομιδή. Το είδος Metschnikowia fructicola είναι 
αποτελεσματικός παράγοντας βιοελέγχου για μετασυλλεκτικές ασθένειες των 
σταφυλιών. Ακόμη, η ζύμη αυτή μείωσε την πρόκληση σήψης σε φρούτα κατά 56­
69% σε θερμοκήπια (Karabulut et al., 2010; Sipiczki, 2006).
Υπάρχουν άλλωστε 3 εμπορικά προϊόντα βιοελέγχου από ζύμες διαθέσιμα 
στην αγορά για την καταπολέμηση μετασυλλεκτικών ασθενειών στα φρούτα.
> Το Aspire βασίζεται στη ζύμη Candida oleophila και χρησιμοποιείται με 
ψεκασμό ή εμβάπτιση κατά των ασθενειών μετά τη συγκομιδή σε μηλοειδή
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και εσπεριδοειδή. Το προϊόν εισήχθη στο εμπόριο στις Ηνωμένες Πολιτείες 
το 1996.
> Το εμπορικό προϊόν Yield Plus με Cryptococcus albidus που ως ενεργός 
ανταγωνιστής εισήχθη στο εμπόριο στην αγορά της Νοτίου Αφρικής το 1997 
από τη εταιρεία Anchor. Το Yield Plus χρησιμοποιείται ως προϊόν 
βιολογικού ελέγχου εναντίον Botrytis, Penicillium και Mucor για τα μήλα 
και τα αχλάδια και είναι επίσης υπό αξιολόγηση για άλλες καλλιέργειες.
> Το πρόσφατο προϊόν Shemer, το οποίο καταχωρήθηκε στο Ισραήλ, 
βασίζεται σε μια νέα ταυτοποιούμενη ζύμη Metschnikowia fructicola και 
είναι αποτελεσματικό ενάντια σε ένα ευρύ φάσμα παθογόνων του 
σταφυλιού, φράουλας και γλυκοπατάτας (Adel Druvefors, 2004).
1.4.2. Τοξίνες ζυμών
Το φαινόμενο «ζύμη δολοφόνος» ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά πριν από 40 
χρόνια από τους Makower και Beavan (1963). Παρατήρησαν ότι ορισμένα στελέχη 
του Saccharomyces cerevisiae παράγουν τοξίνες που σκότωναν ευαίσθητα στελέχη 
του ίδιου είδους. Αρχικά, υποτέθηκε ότι ζύμες δολοφόνοι σκότωσαν μόνο 
ζυμομύκητες που ανήκουν στην ίδια ή στενά συναφή είδη. Ωστόσο, πολλές τοξίνες 
δολοφόνοι μπορεί να επηρεάσουν άλλες ζύμες ακόμα και βακτήρια ή νηματοειδείς 
μύκητες και θεωρούνται παράγοντας βιοελέγχου. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 
μυκητο-ανασταλτικής ζύμης και παράλληλα παραγωγός τοξίνης αποτελεί η P. 
anomala. Ειδικότερα, η ζύμη Pichia (Hansenula) anomala βρέθηκε ότι εμποδίζει την 
ανάπτυξη του Penicillium roqueforti στο σιτάρι (Adel Druvefors, 2004).
Η χρήση μικροοργανισμών ανταγωνιστών βρίσκεται σε πολύ πρώιμο στάδιο 
και χρειάζεται να γίνουν πολλές έρευνες και εφαρμογές για να συνεχιστεί σε 
βιοτεχνολογική και βιομηχανική εφαρμογή (Trias, 2008).
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1.5 Γαλακτικά βακτήρια (LAB)
Η ανταγωνιστική ικανότητα ορισμένων βακτηρίων έχει διαπιστωθεί εδώ και 
έναν αιώνα αλλά τα τελευταία χρόνια ελκύει ολοένα και περισσότερο την προσοχή 
των επιστημόνων, οι οποίοι αναζητούν νέους τρόπους όσο το δυνατόν πιο φυσικούς 
για την προστασία των τροφίμων από αλλοιώσεις (Soomro et al., 2002).
Ειδικότερα, τα γαλακτικά βακτήρια (Lactic Acid Bacteria-LAB) έχουν 
προσελκύσει το ενδιαφέρον της έρευνας, αφού με την αντι-μικροβιακή δράση τους 
μπορούν να αντικαταστήσουν τα χημικά πρόσθετα, να αυξήσουν την ζωή στο ράφι 
ορισμένων προϊόντων και να αντιμετωπίσουν ορισμένους αλλοιογόνους 
μικροοργανισμούς. Θεωρούνται γενικά ασφαλή (GRAS- Generally Recognized as 
Safe) για χρήση σε τρόφιμα από τον Οργανισμό Τροφίμων και Γεωργίας των ΗΠΑ 
(FAO) και την Ευρωπαϊκή Αρχή για την Ασφάλεια των Τροφίμων (EFSA) (Oliveira 
et al., 2013).
Είναι gram θετικοί κόκκοι ή ραβδιά, μη σπορογόνοι, αναερόβιοι και παράγουν 
γαλακτικό οξύ ως κύριο τελικό προϊόν τους. Μικροοργανισμοί που ανήκουν σε αυτή 
τη κατηγορία είναι οι: Lactosphaera, Melissococcus, Lactococcus, Streptococcus, 
Leuconostoc, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Weissella, 
Vagococcus, Tetragenococcus, Lactobacillus και Bifidobacterium. Οι δυο τελευταίοι 
μικροοργανισμοί εντάσσονται στην κατηγορία αυτή για το ρόλο τους στα προβιοτικά, 
παρόλο που δεν ανήκουν στα LAB αφού προέρχονται από την εντερική χλωρίδα του 
ανθρώπου. Τα γαλακτικά βακτήρια είναι κυρίως μεσόφιλα αν και μπορούν να 
αναπτυχθούν σε θερμοκρασίες από 5-45 °C. Μπορούν να αναπτυχθούν σε όξινο ή 
αλκαλικό περιβάλλον και έχουν μεγάλη λιπολυτική και πρωτεολυτική δραστηριότητα 
με αποτέλεσμα να μην προκαλούν αλλοιώσεις. Μπορούν να παράγουν πολλά 
προϊόντα ανάμεσα στα οποία είναι οργανικά οξέα, πεπτίδια κ.α. (Trias et al., 2008 
;Magnusson and Schnurer, 2001).
Χρησιμοποιούνται για βιο-προστασία επί μακρόν, τα τελευταία δε χρόνια η 
ενασχόληση με αυτά έχει πάρει τεράστιες διαστάσεις, καθώς παράγουν 
αντιμικροβιακές ουσίες με τις οποίες μπορούν να αντικατασταθούν χημικά πρόσθετα, 
επεκτείνοντας το χρόνο ζωής και την ασφάλεια των τροφίμων. Ως πιθανοί 
παράγοντες βιο-ελέγχου τα γαλακτικά βακτήρια μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην 
τεχνολογία εμποδίων (Magnusson et al., 2003).
20
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
Τα LAB μπορούν να παρεμποδίσουν την ανάπτυξη των τροφιμογενών 
παθογόνων βακτηρίων για τον άνθρωπο, όπως: Escherichia coli, Listeria 
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, και 
Staphylococcus aureus (Trias et al., 2008).
Τα LAB μπορεί να εκδηλώσουν την ανταγωνιστική-αντιβακτηριακή τους 
ικανότητα όταν ανταγωνιστούν για θρεπτικά συστατικά, παράγοντας αντιμικροβιακές 
ουσίες όπως βακτηριοσίνες, οργανικά οξέα (κυρίως οξικό και γαλακτικό οξύ), 
διοξείδιο του άνθρακα, διακετύλιο, αιθανόλη, υπεροξείδιο του υδρογόνου και ένζυμα 
(Tirloni et al., 2014; Trias, 2008).
1.5.1 Αντιμικροβική δράση ορισμένων μεταβολιτών των γαλακτικών βακτηρίων 
(LAB):
• Ανάμεσα στις ουσίες που παράγουν είναι τα οργανικά οξέα που έχουν 
ανταγωνιστική δράση απέναντι σε ζύμες, βακτήρια και μύκητες, 
μειώνοντας το pH.
• Παράγουν με την παρουσία Ο2 υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), 
αναστέλλοντας τη δράση μυκήτων και βακτηρίων, καθώς έτσι εκτός από 
την μείωση του pH, δημιουργούνται αναερόβιες συνθήκες. Ειδικότερα, το 
υπεροξείδιο του υδρογόνου καταστρέφει τις μοριακές δομές των 
κυτταρικών πρωτεϊνών του βακτηριακού κυττάρου προκαλώντας 
οξείδωση.
• Λιπαρά οξέα (από Lactobacillus plantarum) και κυκλικά διπεπτίδια έχουν 
αντιμυκητιακή δράση.
• Το διακετύλιο, χαρίζει χαρακτηριστικό άρωμα και γεύση βουτύρου και 
είναι γνωστή για την αντιβακτηριακή δράση.
• Ρετουρίνη (reuterin) είναι δραστικό έναντι αρκετών διαφορετικών τύπων 
μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων των Gram-θετικών και Gram- 
αρνητικών βακτηρίων, ζυμών και μυκήτων. Αντιμυκητιακή δράση 
παρουσιάστηκε στα είδη Candida, Torulopsis, Saccharomyces, 
Aspergillus και Fusarium (Trias, 2008; Schnurer and Magnusson 2005; 
Jay ,1982).
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Σε έρευνα που πραγματοποιήθηκε, τα 13 από τα 18 στελέχη των LAB που 
μελετήθηκαν, έδειξαν να έχουν αντιμυκητιακή δράση, η οποία δεν οφειλόταν μόνο 
στο χαμηλό pH, αλλά και στις ενώσεις που παρήγαγαν. Οι ενώσεις αυτές είναι ικανές 
να αντιμετωπίσουν τροφογενείς μύκητες και ζύμες και φάνηκε να παραμένουν 
σταθερές μετά από θέρμανση, ενώ τα στελέχη προκαλούν ζώνες αναστολής, με το 
pH, να παίζει σημαντικό ρόλο στην δραστικότητά τους (De Muyncka et al., 2004).
Lactic acid bacteria
Caproic acid 3-hydroxy fatty acids
Carbon dioxide
Proteinaceous compounds
(“Fungicins”)
Lactic acid
Acetic acid Cyclic dipeptides
Diacctyl
Phenyllactic acid
Hydrogen
peroxide Reutenn
Εικόνα 4: Αντιμυκητιακές ενώσεις που παράγουν τα LAB (Schnurer and Magnusson, 
2005).
1.5.2 Ρετουρίνη (reteurin 3-HPA, 3-hydroxypropionaldehyde)
Η ρετουρίνη είναι μία ευρέος φάσματος αντιμικροβιακή ένωση που παράγεται 
από ορισμένα στελέχη του Lactobacillus reuteri κατά την αναερόβια ζύμωση της 
γλυκερίνης. Είναι μια χαμηλού μοριακού βάρους ουσία που μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως συντηρητικό τροφίμων. Η ρετουρίνη είναι υδατοδιαλυτό, που 
δραστηριοποιείται σε ένα ευρύ φάσμα τιμών ρΗ και ανθεκτική σε πρωτεολυτικά και 
λιπολυτικά ένζυμα. Η πιθανή χρήση της ρετουρίνης έχει διερευνηθεί σε γάλα, τυρί 
και κρέας (Guo et al., 2011; Magnusson et al., 2003).
Η ουσία αυτή είναι δραστική έναντι αρκετών διαφορετικών τύπων 
μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων gram-θετικών και gram-αρνητικών 
βακτηρίων, ζυμομυκήτων και μυκήτων. Έχει αναφερθεί βακτηριοκτόνος δράση 
εναντίον της L. monocytogenes και Escherichia coli O157: H7 στο γάλα και το τυρί 
cottage ενώ έδειξε αντιμυκητιακή δράση έναντι των ειδών της Candida, Torulopsis,
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Saccharomyces, Aspergillus και Fusarium, ωστόσο, λίγα δεδομένα υποστηρίζουν τον 
ισχυρισμό ότι είναι μια ευρεώς φάσματος αντιμυκητιακή ουσία (Arques et al., 2007; 
Magnusson etal., 2003; Rodriguez et al., 2003).
1.6 Ψευδομονάδες
Τα τελευταία χρόνια τα χημικά φυτοφάρμακα υφίστανται αυστηρή κριτική 
εξαιτίας των επιπτώσεων που έχουν στο περιβάλλον, στην υγεία των καταναλωτών 
και για το λόγο αυτό υπάρχει ανάγκη για εναλλακτική στρατηγική για την πρόληψη 
των ασθενειών της ρίζας του φυτού με ένα βιολογικό παράγοντα. Άλλωστε, ακόμη 
και ο παγκόσμιος οργανισμός υγείας (WHO, World Health Organization) απαγόρευσε 
την χρήση αρκετών φυτοφαρμάκων εξαιτίας της τοξικότητας και της ρύπανσης που 
προκαλούν. Για το λόγο αυτό τα τελευταία χρόνια έχει υιοθετηθεί η χρήση ορισμένων 
ωφέλιμων στελεχών του Pseudomonas και ιδιαίτερα φθοριζουσών ψευδομονάδων ως 
παράγοντας γεωργικού βιοέλεγχου σε καλλιέργειες για την αποφυγή ανάπτυξης 
παθογόνων μυκήτων, καθώς εκτός των άλλων προάγουν την ανάπτυξη των φυτών. Ο 
βιοέλεγχος των φυτών με μικροοργανισμούς αποτελεί μια εναλλακτική και 
οικολογική λύση με χαμηλό κόστος (Satish et al.,2007; Vincent et al., 1991; Lim et 
al., 1990).
Μια σημαντική κατηγορία βακτηριακών ειδών του γένους Pseudomonas, τα 
βακτήρια που προωθούν την ανάπτυξη των φυτών (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria, PGPR) και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βιολογικοί παράγοντες, 
καταστέλλοντας την ανάπτυξη των φυτοπαθογόνων. Τα βακτήρια αυτά δρουν 
παράγοντας κάποιες μυκοστατικές ή μυκοτοξικές ουσίες καθώς και με τον 
ανταγωνισμό για θρεπτικά στοιχεία. Απαραίτητα χαρακτηριστικά που θα πρέπει να 
έχει ένα τέτοιο βακτήριο είναι η δυνατότητα αποικισμού στις ρίζες καθώς και να 
βοηθούν στην ανάπτυξη και να προάγουν τον βιοέλεγχο (Kravchenko et al., 2003; 
Ramamoorthy et al., 2001).
Η γνώση των μηχανισμών δράσης των φθοριζουσών ψευδομονάδων με τους 
οποίους επιτυγχάνεται ο βιολογικός έλεγχος των φυτών δεν έχει ακόμη βρεθεί και 
μελετάται. Αυτό που είναι γνωστό είναι ότι ορισμένα στελέχη, παράγουν 
δευτερογενείς μεταβολίτες (Εικόνα 5) οι οποίοι έδειξαν αντιμυκητιακή δράση in vitro
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έναντι φυτοπαθογόνων. Έτσι, μπορούν να αξιοποιηθούν ως βιολογικά φυτοφάρμακα 
για να μειωθεί η χρήση των χημικών φυτοφαρμάκων στη γεωργία (Liu et al., 2007).
Με την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών -αντιβιοτικών από φθορίζουσες 
ψευδομονάδες, όπως Pseudomonas aureofaciens, που έχει μελετηθεί in vitro, 
αντιμετωπίζονται διάφορες ασθένειες των φυτών- ριζών τους όπως του σιταριού. 
Ακόμη, αντιβακτηριακή δράση έχει παρατηρηθεί από το μεταβολίτη πυοκυανίνη του 
μικροοργανισμού Pseudomonas aeruginosa (Kerr et al., 1999; Vincent et al., 1991).
Το εμπορικό σκεύασμα που παράγεται από το βακτήριο Pseudomonas 
fluorescens στέλεχος A506 είναι ένα εμπορικά διαθέσιμο προϊόν που χρησιμοποιείται 
ως παράγοντας βιολογικού ελέγχου (Blight Ban A506; Nufarm Americas Inc., 
SugarLand, TX) το οποίο χρησιμοποιείται για την καταστολή της ασθένειας του 
βακτηριακού καψίματοςστα μήλα και στα αχλάδια (Temple et al., 2004).
Εικόνα 5: Μεταβολίτες που παράγονται από τις Pseudomonas sp οι οποίοι έχουν 
αντιμυκητιακές ιδιότητες και σχετίζονται με την βιοπροστασία (a,b,c) (Ligon et al., 
2000).
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1.7 Παράγωγα μικροοργανισμών (αντιμυκητιακές και αντιβακτηριακές ουσίες)
1.7.1 Βακτηριοσίνες
Αρκετοί μελετητές έχουν στρέψει το ενδιαφέρον τους και τις έρευνές τους 
προς τις βακτηριοσίνες καθώς οι ουσίες αυτές έχουν βιοπροστατευτική δράση και 
μπορούν να δράσουν εναντίον των τροφογενών βακτηρίων (Soomro et al., 2002).
Οι βακτηριοσίνες είναι πρωτεΐνες ή μικρά πολυπεπτίδια που παράγονται από 
βακτήρια (Πίνακας 1), και είναι αντιβακτηριακές και τοξικές έναντι βακτηρίων που 
έχουν στενή σχέση με το στέλεχος που τις παράγει, με ορισμένες εξαιρέσεις. 
Χρειάζονται άνθρακα, άζωτο, φώσφορο και μπορούν να χρησιμοποιήσουν 
υδατάνθρακες από διαφορετικές πηγές για την ανάπτυξή τους (Bakkal et al., 2012; 
Trias, 2008).
Οι βακτηριοσίνες (νισίνη, πεδιοσίνες, κουρβασίνη, ρευτερίνη, 
σακασίνη,σαμπτιλίνη) συχνά παράγονται από Gram-αρνητικά, Gram-θετικά 
βακτήρια, υπό συνθήκες στρες, όπως ο περιορισμός των θρεπτικών συστατικών και ο 
υπερπληθυσμός (Εικόνα 6). Είναι πολλά υποσχόμενες ουσίες. Συγκεκριμένα, οι Gram 
αρνητικές βακτηριοσίνες όπως colicins, μπορούν να έχουν εφαρμογή στη ιατρική, 
ενώ οι Gram θετικές βακτηριοσίνες όπως η νισίνη στα τρόφιμα ως συντηρητικά. Οι 
βακτηριοσίνες αναστέλλουν την ανάπτυξη των Listeria, Clostridium, Staphylococcus, 
Bacillus spp. και Enterococcus spp.
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Οι έρευνες δείχνουν ότι η εφαρμογή των βακτηριοσινών στην παραγωγή 
τροφίμων (Πίνακας 2) έχει πολυάριθμα πλεονεκτήματα έναντι των παραδοσιακών 
διαδικασιών, όπως:
α) Αυξημένη διάρκεια ζωής των τροφίμων
β) Πρόσθετη προστασία των προϊόντων σε ανεπιθύμητες συνθήκες 
αποθήκευσης
γ) Μειωμένος κίνδυνος της μεταφοράς παθογόνων
δ) Μείωση των οικονομικών απωλειών που οφείλονται σε αλλοίωση
ε) Μειωμένη χρήση χημικών συντηρητικών
στ) Χρήση των χαμηλότερων θερμοκρασιών κατά τη διάρκεια των 
διαδικασιών επεξεργασίας τροφίμων, διατηρώντας έτσι τη θρεπτική αξία και τις 
οργανοληπτικές ιδιότητες των τροφίμων
ζ) Διαθεσιμότητα νέων προϊόντων με χαμηλότερη οξύτητα, χαμηλή 
περιεκτικότητα σε αλάτι και υψηλότερη περιεκτικότητα σε νερό
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Εικόνα 6: Σχηματική απεικόνιση του τρόπου δράσης των βακτηριοσινών
Οι βακτηριοσίνες μελετούνται εκτενώς τα τελευταία χρόνια και αποτελούν 
εναλλακτική λύση για την προστασία ορισμένων τροφίμων, ειδικά αν συνδυαστούν 
με φυσικούς προστάτες, ωστόσο δεν είναι η λύση για όλα τα θέματα ασφάλειας 
τροφίμων που προκύπτουν. Αναμφισβήτητα, πρέπει να γίνουν και άλλες μελέτες για 
τη δράση, τις δυνατότητες και το πεδίο εφαρμογής των βακτηριοσινών (Deegan et al., 
2006).
Η νομοθεσία δεν είναι σαφής με τις βακτηριοσίνες και τα βακτήρια που τις 
παράγουν. Το γεγονός ότι τα γαλακτικά βακτήρια θεωρούνται ασφαλή για χρήση σε 
ζυμούμενα προϊόντα δεν συνεπάγεται ότι είναι ασφαλή και για άλλα προϊόντα που 
δεν θα υποστούν ζύμωση (Montville and Matthews, 2013).
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1.7.2 Νισίνη
Η νισίνη, η κύρια βατηκτηριοσίνη από Lactobacillus lactis, ανακαλύφτηκε το 
1928 από τον Rogers και την ομάδα του και δρα εναντίον των S. aureus, L. 
monocytogenes, Bacillus και Clostridium. Η νισίνη χρησιμοποιείται ως βιο- 
συντηρητικό στην βιομηχανία γαλακτοκομικών προϊόντων αφού περιορίζει την 
αλλοίωση τυριών από κλωστρίδια, αναστέλλει την ανάπτυξη ψυχρότροφων 
βακτηρίων σε τυρί cottage, επεκτείνει την διάρκεια ζωής του γάλακτος σε θερμά 
κλίματα, προστατεύει κονσερβοποιημένα τρόφιμα από αλλοίωση κλωστριδίων και 
βακίλλων. Η χρήση της στα τρόφιμα έχει επιτραπεί στην Αμερική και τη Ευρώπη με 
το όνομα nisaplin. (Arques et al., 2007; Rodriguez et al., 2003; Soomro et al., 2002).
Η νισίνη (Ε234) είναι μη τοξική και αποτελείται από συγγενή πολυπεπτίδια 
που παράγονται από γαλακτικά βακτήρια. Είναι ένα συντηρητικό τροφίμων που 
εμφανίζει αντιμικροβιακή δραστικότητα έναντι ευρέος φάσματος Gram-θετικών 
βακτηριδίων, αλλά παρουσιάζει μικρή ή καθόλου δραστικότητα έναντι Gram- 
αρνητικών βακτηριδίων, ζυμών και μυκήτων. Είναι σταθερή στη θέρμανση και 
χρησιμοποιείται σε μεγάλο αριθμό τροφίμων που υφίστανται θερμική επεξεργασία. 
Επίσης, χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με άλλα αντιμικροβιακά, όπως βενζοιϊκά ή 
σορβικά. Χαρακτηρίζεται GRAS και βρίσκει εφαρμογή στο γάλα και στα 
γαλακτοκομικά προϊόντα, στη μαγιονέζα, σε κονσερβοποιημένα τρόφιμα βρεφικές 
τροφές, ακόμα και σε τρόφιμα με τροποποιημένη ατμόσφαιρα. Τα επίπεδα στα οποία 
μπορεί να χρησιμοποιείται κυμαίνονται στην περιοχή 2,5 έως 100 ppm (Kallinteri et 
al., 2013; Pintado et al., 2009).
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Πίνακας 1: Παραδείγματα βακτηριοσινών που έχουν απομονωθεί από τρόφιμα
(Cleveland et al., 2001)
Πηγή Στέλεχος Δράση ενάντια
Εμπορικό
προβιοτικό
προιόν
Streptococcus sp.
CNCM I-841
Clostridium sp., L.
Monocytogenes
Βουλγάρικο 
κίτρινο τυρί Lactob. delbrueckii sp.
L. monocytogenes, S. aureus, 
Ent. faecalis, E. coli, Yersinia 
enterocolitica, Y.
pseudotuberculosi s
Λαχανικά Enterococcus mundtii
L. monocytogenes, C.
Botulinum
Ραπανάκια
Lac. lactis sup sp. 
cremoris R
Clostridium, Staphylococcus, 
Listeria, and Leuconostoc spp.
Σαλάτα “Waldorf’
Lactob. plantarum
BFE905 L. monocytogenes
Γαλλικό μαλακό 
τυρί ωρίμανσης 
με μούχλα
Carnobacterium 
piscicola CP5
Carnobacterium, Listeria, and 
Enterococcus spp.
Βλαστάρια
φασολιών
Lac. lactis subsp. lactis 
(NisZ) L. monocytogenes Scott A
Τυρί Munster
Lactob. plantarum
WHE92 (Ped AcH) L. monocytogenes
Χαλασμένο
ζαμπόν C. piscicola JG126 L. monocytogenes
Παραδοσιακό 
Γαλλικό τυρί Ent. faecalis EFS2 L. inocua
Ξερά αλλαντικά Lactob. plantarum UG1
L. monocytogenes, Bacillus 
cereus, C. perfringens, C. 
sporogenes
Ιρλανδικό κεφίρ Lac. lactis DPC3147
Clostridium, Enterococcus,
Listeria, Leuconostoc spp.
Ξερά ζυμούμενα 
αλλαντικά Lac. lactis (NisA) L. monocytogenes
Ζυμούμενα
αλλαντικά Lactob. plantarum SA6 Lactobacillus spp.
Τυρί με κρούστα
Brevibacterium lines
M18
Listeria and Corinebacterium 
spp.
Κρέας
Leuconostoc carnosum 
Ta11A (LeuA) L. monocytogenes
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Ζύμες
Lactob. bavaricus
(bavA) L. monocytogenes
Τυρόγαλο Ent. faecalis 226 L. monocytogenes
Κατσικίσιο γάλα
Leu. mesenteroides
Y105 L. monocytogenes
Sauerkraut
Lac. lactis subsp. lactis 
(Nis) L. monocytogenes
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Πίνακας 2: Οι βακτηριοσίνες ως συντηρητικά τροφίμων (Cleveland et al., 2001)
Βακτηριοσίνη Εφαρμογές Συμπεράσματα
Nisin A
Incorporation of nisin into a 
meat binding system
(Fibrimex)
Addition of nisin can reduce 
undesirable bacteria in
restructured meat products
Pediocin AcH
Use of a pediocin AcH 
producer Lactob. 
plantarum WHE 92 to 
spray on the Munster 
cheese surface at the 
beginning of the ripening 
period
Spray prevents outgrowth of L. 
monocytogenes and can be used 
as an antilisterial treatment
Enterocin 4
Use of an enterocin 
producer Ent.
faecalis INIA4 as a starter 
culture for production of 
Manchego cheese
Use of an Ent. faecails INIA4 
starter inhibits L.
monocytogenesOhio, but not L. 
monocytogenesScott A
Linocin M-18
Use of Bre. lines as a starter 
culture for production of 
red smear cheese
Causes 2 log reduction of L. 
ivanovi and L. monocytogenes
Nisin A
Use of nisin to control L. 
monocytogenes in ricotta 
cheese
Nisin effectively inhibits L. 
monocytogenes for 8 weeks
Piscicolin 126
Use of piscicolin 126 to 
control L.
monocytogenes in devilled 
ham paste
More effective than
commercially available
bacteriocins
Leucocin A
Use of a leucocine- 
producing Leu. 
gelidum UAL187 to control 
meat spoilage
Inoculation of a vacuum packed 
beef with the bacteriocin- 
producer delays the spoilage 
by Lactob. sake for up to 8 
weeks
Lactocin 705
Use of lactocin 705 to 
reduce growth of L.
monocytogenes in ground 
beef
Lactocin 705 inhibits growth 
of L. monocytogenes in ground 
beef
Pediocin AcH
Use of the pediocin 
producer P. acidilactici to 
inhibit L. monocytogenes
P. acidilactici (Ped+) starter 
culture contributes to effective 
reduction of L.
monocytogenesduring 
manufacture of chicken summer 
sausage
Pediocin Expression of pediocin operon in Sac. cerevisiae
Potential application in
preserving wine and baked
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products
Pediocin AcH Add pediocin preparation to raw chicken
Controlled growth of L.
monocytogenes at 5 °C for 28 
days
Pediocin PA-1
Use of P.
acidilactici (Ped+) strain as 
a starter culture in sausage 
fermentation
Pediocin effectively contributes 
to inhibition of L.
monocytogenes
Enterocin
Add enterocin to inoculated 
ham, pork, chicken breast, 
pate, sausage
Controlled growth of L.
monocytogenes under several 
conditions
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1.8 Χιτινάσες
Χιτινάσες είναι υδρολάσες (λυτικά ένζυμα), οι οποίες καταλύουν την 
αποικοδόμηση της χιτίνης. Αυτά τα ένζυμα είναι παρόντα σε ένα ευρύ φάσμα 
οργανισμών όπως βακτήρια, μύκητες, έντομα, φυτά και ζώα. Χιτινάσες είναι 
συστατικά διαφόρων βακτηριακών ειδών μερικές από τις πιο γνωστές περιλαμβάνουν 
την Aeromonas, Serratia, Myxobacter, Vibrio, Streptomyces, και γένη Bacillus καθώς 
και φθορίζουσες ψευδομονάδες. Είναι πιθανοί παράγοντες για το βιολογικό έλεγχο- 
προστασία σοδειών από ασθένειες που προκαλούνται από διάφορους 
φυτοπαθογόνους μύκητες. Ηαναστολή ανάπτυξης μυκήτων από χιτινάσες έχει 
αποδειχτεί σε πολλές έρευνες (Hoster et al., 2004; Herrera and Chetz, 1999).
Κάποιες χιτινάσες που παράγονται από φθορίζουσες ψευδομονάδες, 
χρησιμοποιούνται για την προστασία σοδειών από ασθένειες που οφείλονται σε 
μικροοργανισμούς.Τα ένζυμα αυτά αναστέλλουν την ανάπτυξη των μυκήτων με 
υδρόλυση της χιτίνης που βρίσκεται στο κυτταρικό τοίχωμα των μυκήτων. Τα 
βακτήρια αυτά με την παραγωγή των ενζύμων αυτών θεωρούνται αποτελεσματικοί 
ανταγωνιστές απέναντι σε μύκητες και για αυτό έχουν μεγάλο βιοτεχνολογικό 
ενδιαφέρον (Singh et al., 2005; Hoster et al., 2004; Herrera and Chetz, 1999).
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Παραδείγματα εφαρμογών μικροοργανισμών και μεταβολιτών τους σε τρόφιμα
Παρακάτω στον Πίνακα 3 περιγράφονται συνοπτικά κάποια παραδείγματα 
εφαρμογών μικροοργανισμών και μεταβολιτών τους στην βιοπροστασία φυτών και 
τροφίμων.
Πίνακας 3: Παρεμπόδιση ανάπτυξης μικροοργανισμών σε τρόφιμα από
μικροοργανισμούς ανταγωνιστές ή παράγωγά τους
Μ ικ ρ ο ο ρ γ α ν ισ μ ό ς  
α ν τ α γ ω ν ισ τ ή ς /  έ ν ω σ η
Μ ικ ρ ο ο ρ γ α ν ισ μ ό ς
σ τ ό χ ο ς
Ε φ α ρ μ ο γ ή  σ ε
τ ρ ό φ ιμ α
Π η γ ή
P . a n o m a la P e n ic i l l iu m  r o q u e fo r t i Σ ιτη ρ ά R e sa  e t a l., 2 0 1 3
L a c to b a c i l lu s  s p p A s p e r g i l lu s ,  P e n ic i l l iu m Σ ιτη ρ ά T rias, 2 0 0 8
T r ic h o d e r m a  s p p B o tr y t is Φ ρ ά ο υ λ ε ς Sharm a e t  a l., 2 0 0 9
B a c i l lu s  s u b t i l i s  κ α ι  
B u r k h o ld e r ia  c e p a c ia
P e n ic i l l iu m  ita lic u m ,  
P e n ic i l l iu m  d ig i ta tu m
Ε σ π ερ ιδ ο ε ιδ ή Sharm a e t  a l., 2 0 0 9
B u r k h o ld e r ia  c e p a c ia  
(π υ ρ ο λ ν ιτ ρ ίνη )
B o tr y t is  c in e r e a  κ α ι  
P e n ic i l l iu m  e x p a n s u m
Μ ή λ α Sharm a e t  a l., 2 0 0 9
P s e u d o m o n a s  s y r in g a e E .c o l i Μ ή λ α T rias e t  a l., 2 0 0 8
C a n d id a  s p . ,
M e ts c h n ik o w ia  s p
L . m o n o c y to g e n e s  
S. e n te r ic a
Μ ή λ α T rias e t  a l., 2 0 0 8
D . h a n s e n i i C lo s tr id iu m Τ υ ρ ιά , Α λ λ α ν τ ικ ά W ils o n  e t a l., 19 8 9
Ν ισ ίν η B a c i l lu s  s p p  κ α ι
C lo s tr id iu m  s p p
Κ ο ν σ ε ρ β ο π ο ιη μ έ ν α
τ ρ ό φ ιμ α
D e e g a n  e t  a l., 2 0 0 6
P ic h ia  a n o m a la P e n ic i l l iu m  r o q u e fo r t i Σ ιτη ρ ά A d e l D ru v e fo rs , 2 0 0 4
C r y p to c o c c u s Μ ύ κ η τ ες Α χ λ ά δ ια , μ ή λ α A d e l D ru v efo rs , 2 0 0 4
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Κεφάλαιο 2o: Εισαγωγή στις Pseudomonas
2.1 Ονοματολογία - Ταξινόμηση
H οικογένεια των Pseudomonadaceae περιλαμβάνει μια ευρεία ποικιλία Gram 
αρνητικών βακτηρίων. Ο καθηγητής Walter Migula του ινστιτούτου Karlsruhe στην 
Γερμανία το 1894 περιέγραψε και ταξινόμησε για πρώτη φορά τα βακτήρια του 
γένους των Pseudomonas (Εικόνα 7) και ήταν αυτός που έδωσε σε αυτό το γένος 
βακτηρίων το όνομα Pseudomonas. Αργότερα η ετυμολογία αυτού του ονόματος 
δόθηκε στην 7η έκδοση του εγχειριδίου Systemic Bacteriology (Συστηματική 
Μικροβιολογία) το οποίο γράφτηκε από τον Bergey. Η ονομασία Pseudomonas είναι 
μια σύνθετη λέξη η οποία προέρχεται από τον συνδυασμό των λέξεων Pseude και 
monas που έχουν ελληνική προέλευση και σημαίνουν Pseude=ψευδής και 
monas=μονάδα. Η ετυμολογία της ονομασίας της ψευδομονάδας μαρτυρά το γεγονός 
ότι οι ψευδομονάδες είναι βακτηρίδια διατεταγμένα κατά μονάδες ή κατά ζεύγη.
Όπως διαπιστώνουμε και από τον παραπάνω πίνακα (Πίνακα 4), το γένος 
Pseudomonas χαρακτηρίζεται ως rRNAGroup (Ομάδα) I, και αυτή η ομάδα χωρίζεται 
σε επιμέρους ομάδες ανάλογα με τις ιδιότητες των διαφόρων ειδών. Η πρώτη ομάδα 
ονομάζεται Fluorescent Group (Φθορίζουσα ομάδα) καθώς τα είδη της έχουν την 
ικανότητα να φθορίζουν κάτω από υπεριώδες φως με μήκος κύματος 400nm, εξαιτίας 
της χρωστικής πυοβερντίνης που παράγουν. Σε αυτήν την ομάδα μόνο η 
Pseudomonas aeruginosa έχει την ικανότητα να παράγει την υδατοδιαλυτή κυανή 
χρωστική πυοκυανίνη. Η δεύτερη ομάδα ονομάζεται Stutzeri Group και αποτελείται 
από είδη τα οποία έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται υπό αναερόβιες συνθήκες 
σε υλικά παρουσία νιτρικών αλάτων και παράγοντας οξείδιο του αζώτου. Η τρίτη και 
τελευταία ομάδα η οποία ονoμάζεται Alcaligens Group και περιλαμβάνει είδη που 
δεν έχουν την ικανότητα να διασπούν την γλυκόζη οξειδωτικός (Koneman et al., 
1997).
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Πίνακας 4: Ταξινόμηση της οικογένειας Pseudomonadaceae
rRNA Group I 
Fluorescent Group 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas putida 
Stutzeri Group 
Pseudomonas stutzeri 
Pseudomonas mendocina 
CDC Group Vd-3 
Alcaligenes Group 
Pseudomonas alcaligenes 
Pseudomonas pseudoalcaligenes 
Pseudomonas species group 1
rRNA Group II 
Pseudomallei Group 
Burkholderia mallei 
Burkholderia pseudomallei 
Burkholderia cepacia 
Burkholderia gladioli 
Burkholderia pickettii
rRNA Group III 
Acidovorans Group 
Comamonas acidovorans 
Comamonas terrigena 
Comamonas testosterone
Facilis-delafieldii Group 
Acidovorax delafieldii 
Acidovorax facilis 
Acidovorax temperans
rRNA Group IV 
Diminuta Group 
Brevundimonas diminuta 
Brevundimonas vesicularis 
rRNA Group V
Stenotrophomonas maltophilia 
Unknown Nucleic Acid Homology 
Chryseomonas luteola 
Flavimonas oryzihabitans 
Sphingomonas paucimobilis 
Shewanella putrefaciens 
Pseudomonas-like group 2 
CDC group WO-1
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2.2.1 Δομή-Φυσιολογία
Οι ψευδομονάδες είναι Gram-αρνητικά βακτήρια διατεταγμένα κατά μονάδες 
ή κατά ζεύγη, δεν σχηματίζουν σπόρους, είναι κινητά χάρη στις πολικές βλεφαρίδες 
από τις οποίες αποτελούνται, έχουν σχήμα ραβδοειδές, ευθύ ή ελαφρώς καμπυλωτό. 
Δεν έχουν την ικανότητα να ζυμώνουν, διασπούν την γλυκόζη και άλλους 
υδατάνθρακες οξειδωτικά, δηλαδή με την διαδικασία του αναπνευστικού 
μεταβολισμού χρησιμοποιώντας το οξυγόνο σαν αποδέκτη ηλεκτρονίων και για τον 
λόγο αυτό χαρακτηρίζεται η ανάπτυξη τους ως υποχρεωτικά αερόβια. Ενίοτε 
μπορούν να χρησιμοποιήσουν σαν αποδέκτη ηλεκτρονίων τα νιτρικά ή την αργινίνη 
και τότε η ανάπτυξη τους χαρακτηρίζεται αναερόβια. Αναπτύσσονται σε ελαφρώς 
όξινο περιβάλλον με pH 4,5. Εντοπίζονται στο έδαφος αλλά και σε υδάτινα 
περιβάλλοντα. Μολύνουν, αποικίζουν παροδικά και προκαλούν νόσο σε φυτά και 
ευκαιριακές νόσους σε ανθρώπους και ζώα. Τα είδη που προκαλούν λοίμωξη στον 
άνθρωπο είναι τα εξής: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pseudomonas acidovorans, P. fluorescens, P. maltophilia, P. cepacia, P. stutzeri, P. 
mallei, P. Pseudomallei (Tummler et al., 2014). Από αυτά, το είδος Pseudomonas 
aeruginosa είναι το κυριότερο αίτιο πρόκλησης λοιμώξεων στον άνθρωπο. Άλλα 
στελέχη είναι φυτοπαθογόνα όπως για παράδειγμα Pseudomonas pseudoalcaligenes, 
Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas syringae ενώ κάποια άλλα είναι παθογόνα 
για τα ζώα κυρίως για τα πουλιά και τα ψάρια Pseudomonas anguilliseptica, 
Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas aeruginosa (Peix et al., 2009) Τέλος, 
κάποιες ψευδομονάδες είναι γνωστές για τις αλλοιώσεις που προκαλούν στα τρόφιμα 
όπως για παράδειγμα είναι η Pseudomonas fluorescens η οποία είναι υπεύθυνη για 
την αλλοίωση ωμών ψαριών, κρέατος και αυγών αλλά και γαλακτοκομικών 
προϊόντων εξαιτίας του ψυχρότροφου χαρακτήρα τους (Palleroni, 2010; Jay, 2003).
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P. aeruginosa 
group
P. oleovorans 
group P. aeruginosa lineage
P. stutzeri 
group
P. pachastrellae
oryzihabitai
groupP. pertucinogena
P. luteola P. lutea 
groupP. syringae 
group P. putida 
group
P. fluorescens lineage
P. rhizospherae
anguilliseptic,
groupP. straminea 
group
P. fluorescens 
group
P. gessardi 
subgroup
P. fragi 
subgroup
P. fluorescens 
P. agaric! subgroupP. mandelii 
subgroup
P. aspienii p - fluorescens group
subgroup j ........ ,
. . P. chlororaphis
\ subgroup . iP. jessenii subgroup
P. koreensis 
subgroup
P, corrugata 
subgroup
genus Pseudom onas
Εικόνα 7: Σχηματική απεικόνιση των ομάδων και υποομάδων του γένους 
Pseudomonas (Mulet et al., 2010).
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2.2 Pseudomonas και βιοπροστασία 
Pseudomonas aeruginosa
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω το βακτήριο Pseudomonas aeruginosa είναι το 
κυριότερο αίτιο πρόκλησης λοιμώξεων στον άνθρωπο. Ο Sedillot το 1850 ήταν ο 
πρώτος που παρατήρησε ότι ο χρωματισμός με μπλε χρώμα των χειρουργικών 
επιδέσμων για τα τραύματα οφείλονταν σε έναν μεταδιδόμενο παράγοντα. Το χρώμα 
που ήταν το αίτιο για τον μπλε χρωματισμό εκχυλίστηκε από τον Fordos το 1860 και 
το 1862 ο Lucke ήταν ο πρώτος που παρατήρησε ότι αυτός ο χρωματισμός 
συσχετίζεται με ραβδοειδής στο σχήμα οργανισμούς. Ο Carle Gessard το 1882 
ανέφερε στην δημοσίευση του με τίτλο “On the Blue and Green Coloration of 
Bandages” την ανάπτυξη και απομόνωση σε καθαρή καλλιέργεια ενός οργανσμού 
που απομονώθηκε από δερματικά τραύματα δυο ασθενών με κυανό πύο. Ο 
καθηγητής Walter Migula το 1895 το κατέταξε στο γένος των ψευδομοναδών το 
βακτήριο Bacillus pyocyaneus (βάκιλος που παράγει την χρωστική πυοκυανίνη) που 
ανακάλυψε και ονόμασε ο Gessard και μετέτρεψε το όνομα του σε Pseudomonas 
pyocyanea. Κατέληξε να ονομάζεται αυτό το βακτήριο Pseudomonas aeruginosa 
(Εικόνα 8) για να αποδοθεί τιμή στον Schroeter, ο οποίος το 1872 περιέγραψε για 
πρώτη φορά αυτό το βακτήριο ονομάζοντας το Bacterium aeruginosum. Σε διάφορες 
έρευνες που πραγματοποιήθηκαν σε χρονικό διάστημα από το 1889 μέχρι το 1894 η 
P. aeruginosa περιγράφτηκε ως η αιτία που προκαλεί τις κυανόχρωμες διαπυήσεις 
στα τραύματα ασθενών. Ο Freeman το 1916 σε άρθρο του έδωσε μια πλήρη 
παρουσίαση του τρόπου εισβολής και εξάπλωσης της P. aeruginosa στον οργανισμό 
που οδηγεί σε οξείες και χρόνιες λοιμώξεις. (Stover et al., 2000)
Εικόνα 8: Pseudomonas aeruginosa σε SEM
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudomonas_aeruginosa_SEM.jpg)
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Burkholderia cepacia
H Burkholderia cepacia πρώην Pseudomonas cepacia,ήταν αρχικά γνωστή ως 
φυτοπαθογόνο. Είναι gram αρνητικός αερόβιος βάκκιλος, μη σπορογόνος με βέλτιστη 
θερμοκρασία ανάπτυξης 30-35 oC. Το σύμπλεγμα Burkholderia cepacia αποτελείται 
από 5 είδη. Στελέχη έχουν χρησιμοποιηθεί στη γεωργία ως παράγοντες βιοελέγχου 
και στη βιοαποκατάσταση τοξικών παραγόντων. Ενδιαφέρον έχει προκαλέσει η B. 
cepacia ως πιθανός παράγοντας βιολογικού ελέγχου και για απολύμανση του 
εδάφους, αφού παράγει αρκετές αντιμικροβιακές ουσίες που εμποδίζουν την 
ανάπτυξη φυτοπαθογόνων μυκήτων και βακτηρίων (Εικόνα 9). Ευκαιριακά παθογόνο 
σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς καθώς και σε άτομα με κυστική ίνωση 
(Mahenthiralingam et al., 2000; Govan et al.,1996).
Εικόνα 9. Ανασταλτική δράση 5 απομονώσεων του B.cepacia περιμετρικά του 
τρυβλίου και στο κέντρο ο μύκητας Rhizoctonia solani (φυτοπαθογόνο). Επώαση σε 
θερμοκρασία δωματίου για 14 μέρες (Govan et al., 1996).
H Burkholderia cenocepacia παράγει μια καφέ μελανίνη (Εικόνα 10), που 
δεσμεύει ελεύθερες ρίζες και υπάρχουν ενδείξεις ότι η χρωστική αυτή είναι 
πυομελανίνη και προστατεύει τον οργανισμό από οξειδωτικό στρες. Ωστόσο, τίποτα 
δεν είναι γνωστό για τον μηχανισμό βιοσύνθεσης μελανίνης από την Β. cenocepacia 
(Keith et al., 2007).
Εικόνα 10: Ένδειξη παραγωγής μελανίνης από την Burkholderia cenocepacia (Keith 
et al., 2007).
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Stenotrophomonas sp
To γένος Stenotrophomonas (Εικόνα 11) αποτελείται από Gram-αρνητικά 
βακτήρια, με κυρίαρχο είδος το βακτήριο Stenotrophomonas maltophilia (πρώην 
Pseudomonas maltophilia), απομονώνεται από ρίζες φυτών και μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως μηχανισμός βιολογικού ελέγχου αφού προκαλεί ενζυματική λύση 
των κυτταρικών τοιχωμάτων των μυκήτων με δευτερογενείς μεταβολίτες, τις 
χιτινάσες (Zhongge and Yuen, 1999; Poulos et al., 1995). Το μέγεθος της 
Stenotrophomonas maltophilia είναι 0.7-1.8 x 0.4-0.7 μm και είναι το μικρότερο του 
γένους Stenotrophomonas.
Εικόνα 11: Απομόνωση αποικιών Stenotrophomonas σε Columbia Agar
(http://www.szu.cz/ocekavane-vysledky-ehk-954-bakteriologicka-diagnostika)
Μερικά είδη Stenotrophomonas παίζουν σημαντικό ρόλο στην απολύμανση 
του εδάφους (βιοαποκατάσταση) (Εικόνα 12) και μερικές φορές προκαλούν 
ευκαιριακές λοιμώξεις στον άνθρωπο. Ο μηχανισμός δράσης μελετάται αλλά η δράση 
τους οφείλεται στην παραγωγή αντιβιοτικών, τον ανταγωνισμό ή παρασιτισμό (Ryan 
et al., 2009).
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Εικόνα 12: Βιοτεχνολογικές χρήσεις του είδους Stenotrophomonas σε διάφορους 
τομείς (Ryan et al., 2009).
Pseudomonas fluorescens
HPseudomonas fluorescens ανήκει στην οικογένεια των Pseudomonadaceae, 
είναι ένα Gram αρνητικό βακτήριο, αυστηρά αερόβιο, με σχήμα ραβδιών και 
βρίσκεται κυρίως στο έδαφος, στα φυτά αλλά και σε διάφορες άλλες επιφάνειες. 
(Andreani et al., 2014). Η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης είναι από 25°C- 30°C. 
Αποτελείται από πολλά στελέχη αλλά μόνο 2 από αυτά έχουν αλληλουχηθεί πλήρως, 
η Pseudomonas fluorescens Pf-5 και η Pseudomonas fluorescens PfO-1. Η 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 έχει ένα στρογγυλό χρωμόσωμα το οποίο είναι 7,1 
Mbp και περιλαμβάνει 87 RNAs και 6137 πρωτεΐνες ενώ το 5,7% του γονιδιώματος 
του λαμβάνει μέρος σε έναν δευτερογενή μεταβολισμό ο οποίος είναι ο μεγαλύτερος 
των Pseudomonas. H Pseudomonas fluorescens PfO-1 αποτελείται από ένα 
χρωμόσωμα το οποίο είναι 6.43841 Mbp, έχει 95 RNAs και 5736 πρωτεΐνες 
(Palleroni, 1984).
Η Pseudomonas fluorescens χρησιμοποιεί σιδεροδεσμευτικές ουσίες για να 
καλύψει τις ανάγκες της σε σίδηρο. Για τον λόγο αυτό, παράγει την πυοβερδίνη 
(pyoverdine) η οποία είναι υπεύθυνη για την χηλικοποίηση του σιδήρου όταν οι
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συγκεντρώσεις είναι χαμηλές. Η ουσία αυτή είναι υπεύθυνη για τον φθορισμό του 
βακτηρίου (Εικόνα 13) γι αυτό και το φθορίζων χρώμα παράγεται μόνο όταν οι 
συγκέντρωση του σιδήρου είναι χαμηλή ενώ όταν είναι υψηλή δεν παράγεται η 
πυοβερδίνη και έτσι οι αποικίες δεν φωσφορίζουν στο υπεριώδες φως.
Ακόμα, έχει σημαντικό ενδιαφέρον καθώς μπορεί και διασπά διάφορους 
ρύπους αλλά και για την χρήση της ως βιοπροστασία ενάντια παθογόνων 
μικροοργανισμών. Η Pseudomonas fluorescens παράγει ένα αντιβιοτικό το Mupirocin 
το οποίο έχει αποδειχθεί ότι είναι αποτελεσματικό ενάντια σε διαταραχές του 
δέρματος, των αυτιών και των ματιών (WHO, 2015). Τέλος, παράγει πολλά ένζυμα 
όπως θερμοάντοχες λιπάσες και πρωτεάσες οι οποίες είναι υπεύθυνες για την 
αλλοίωση του γάλακτος.
Εικόνα 14: Pseudomonas fluorescens (αριστερά σε απλό φως και δεξιά σε 
υπεριώδες)(https://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_fluorescens)
2.3Σύνθεση της μελανίνης σε διάφορους μικροοργανισμούς
Υπάρχουν διάφορα είδη μελανίνης μικροβιακής προέλευσης, τα οποία 
περιγράφονται παρακάτω.
Ευμελανίνες (Eumelanins) (μαύρες ή καφέ) — παράγονται κατά την 
οξείδωση της τυροσίνης και της φαινυλαλανίνης (Εικόνα 15) σε o-δι- υδροξυ 
φαινυλαλανίνη (DOPA) και dopaquionone η οποία στην συνέχεια μετατρέπεται σε 
5,6- δι-υδροξυ ινδόλη(DHI) ή 5,6-δι-υδροξυ ινδόλη- 2-καρβοξυλικό οξύ (DHICA) 
(Langfelder et al., 2003; Del Marmol and Beermann, 1996).
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Φαιομελανίνες (Pheomelanins) (κίτρινες ή κόκκινες) — συντίθενται όπως 
οι ευμελανίνες αλλά η DOPA υφίσταται κυστεϊνυλίωση, άμεσα ή με την 
μεσολάβηση της γλουταθειόνης (Εικόνα 17). Το τελικό προϊόν της αντίδρασης 
κυστεϊνυλίωση-DOPA στην συνέχεια πολυμερίζεται σε διάφορα παράγωγα των 
βενζοθειανών (Nappi and Ottaviani, 2000; Kobayashi et al., 1995)
Αλλομελανίνες (Allomelanins) — είναι η λιγότερο μελετημένη ομάδα καθώς 
απαρτίζεται από μια μεγάλη ετερογενή ομάδα πολυμερών (Εικόνα 16), τα οποία 
προκύπτουν μέσω οξείδωσης / πολυμερισμού δι- ή τετραϋδροξυναφθαλίνης, μέσω 
της οδού πεντακτίδης που οδηγεί μέσω της φλαβιολίνης σε διάφορα έγχρωμα 
πολυμερή DHN-μελανινών, ομογενιστικού οξέος (πυρομελατίνες), γ-γλουταμινυλο- 
4-υδροξυβενζόλιο, κατεχόλες, καθώς και του 4-υδροξυφαινυλοξικού οξέος 
(Jacobson, 2000; Espin et al., 1999; Funa et al., 1999; Gibello et al., 1995; Kotob et 
al., 1995). Γενικά, οι φαιομελανίνες περιλαμβάνουν θείο ενώ πολλές αλλομελανίνες 
δεν περιλαμβάνουν άζωτο.
ΜΗ, [Os] NH, <9*1 O N H ?
Tyrosine OOPA DOPAquinone
; x o -
i H
----- 1 c o o h
■* X j C V c o ° h
* * i 7
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TRP2 Leuccdcpachrome
xoH IXXh'0"H ΐ ϋ ΐ  V Y y _ C 0 W  [0,1
inaoie-5.6-qirnonc
I
OHICA infJcHe-5.i-quinone- 
cgitroicylic ecwJ
COOH
coot
Euroelanin Eumetanln
Εικόνα 15: Μονοπάτι της ευμελανογένεσης. (Nappi and Ottaviani, 2000; Kobayashi 
et al., 1995).
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Εικόνα 16: Παραδείγματα των βιοσυνθετικών μονοπατιών των αλλομελανινών (A 
και Β ) (Nappi and Ottaviani, 2000; Kobayashi et al., 1995).
Εικόνα 17: Βιοσυνθετικό μονοπάτι των φαιομελανινών (Nappi and Ottaviani, 2000; 
Kobayashi et al., 1995).
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Πυοκυανίνη
Η πυοκυανίνη είναι μια από τις χρωστικές που εκκρίνεται από ποσοστό άνω 
του 90% των στελεχών της Pseudomonas aeruginosa, έχει κυανοπράσινο χρώμα και 
η παραγωγή της αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισμα του είδους για την ταυτοποίηση 
του βακτηρίου σε διάφορες καλλιέργειες. Η χρωστική πυοκυανίνη (5- 
Methylphenazin-1-one) είναι μια τοξίνη που εκκρίνεται από το βακτήριο σαν 
δευτερογενής μεταβολίτης κάτω από τον έλεγχο του συστήματος Quorum Sensing. 
Ελαττώνει την έκφραση του γονιδίου της καταλάσης επιδρώντας έτσι στην 
μορφολογία της γλουταθειόνης (αντιοξειδωτικός παράγοντας) με αποτέλεσμα την 
αύξηση της ιστικής καταστροφής. Ένας άλλος τρόπος αύξησης της ιστικής 
καταστροφής από την πυοκυανίνη είναι η κατάλυση που προκαλεί στην παραγωγή 
των τοξικών μορφών οξυγόνου (υπεροξείδιο του υδρογόνου και υπεροξειδικών 
ριζών). (Murray et al., 2005; Usher et al., 2002; Michel and Baysse, 2002; Muller, 
2002, Denning et al., 1998; Hassan and Fridovich, 1980).
Πυοβερδίνη
H πυοβερδίνη είναι μια ακόμη χρωστική που παράγεται τόσο από την P. 
aeruginosa όσο και από άλλα είδη του ομάδας των φθοριζόντων ψευδομοναδών 
(Fluorescent group- P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescence) τα οποία είναι P. 
putida, P.fluorescences. Έχει πρασινοκίτρινο χρώμα, διαλύεται στο νερό αλλά δεν 
διαλύεται στο χλωροφόρμιο. Η χρωστική πυοβερδίνη ή αλλιώς φθορεσεΐνη είναι 
πρωτεΐνη που είναι σιδηροδευσμευτική (iron-siderophore-binding protein) και η 
οποία κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία (400nm) φθορίζει, συνεπώς οι καλλιέργειες 
του βακτηρίου που παράγουν φθορεσεΐνη φθορίζουν κάτω από λάμπα υπεριώδους 
ακτινοβολίας. Σε υλικά με περιορισμένη συγκέντρωση σιδήρου παράλληλα με την 
παράγωγη της χρωστικής πυοβερδίνης γίνεται και η παραγωγή της πυοχελίνης 
(pyochelin) η οποία είναι επίσης μια σιδηροδεσμευτική ουσία (siderofore). Όσον 
αφορά την λειτουργία της πυοβερδίνης, αφού εκκριθεί από το βακτήριο, δεσμεύει τα 
ιόντα σιδήρου λόγω της υψηλής συγγένειας με τα αυτά, έπειτα με την βοήθεια 
ειδικών υποδοχέων της επιφάνειας του βακτηρίου εισέρχεται σε αυτό και 
απελευθερώνει τα ιόντα σιδήρου που έχει δεσμεύσει έτσι ώστε να ενσωματωθεί σε 
βακτηριακές πρωτεΐνες. Η εμπλοκή της τοξίνης πυοβερδίνης στην παθογένεια του
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βακτηρίου γίνεται με την πυοβερδίνη να διεγείρει την ανάπτυξη της Pseudomonas 
aeruginosa σε θρεπτικά υλικά με περιορισμένη συγκέντρωση σιδήρου και 
τρανσφερίνης αλλά και στον ανθρώπινο ορό και πλάσμα (Lamont et al., 2002; Meyer, 
2000; Cox and Adams, 1985; Sokol and Woods, 1983; Lluch et al., 1973).
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Κεφάλαιο 3ο : Υλικά και Μέθοδοι
3.1 Μοριακές δοκιμές ταυτοποίησης
Η ανάλυση της αλληλουχίας του 16sRNA είναι ένα κοινό εργαλείο για τις 
φυλογενετικές μελέτες αλλά πολλές φορές δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί επαρκώς 
για τις ενδογενείς σχέσεις των Pseudomonas (Mulet et al., 2009). Οι GYRB και 
RPOD είναι και τα δυο πρωτεΐνες τα οποία βρίσκονται ευρέως στα βακτήρια και τα 
οποία είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη των κυττάρων. Το GYRB ( ή αλλιώς DNA 
gyraseB) είναι ένα ένζυμο το οποίο παίζει σημαντικό ρόλο στην αντιγραφή των 
χρωμοσωμάτων (Yamamoto et al., 2000; Watt and Hickson,1994). Το rPOD είναι 
ένας από τους παράγοντες sigma ο οποίος προάγει συγκεκριμένα την έναρξη της 
μεταγραφής της RNA πολυμεράσης (Yamamoto et al., 2000).
Για την ταυτοποίηση και τον χαρακτηρισμό του Gram αρνητικού βακτηρίου 
πραγματοποιήσαμε εξαγωγή γονιδιακού DNA από υγρή καλλιέργεια με την χρήση 
ενός εμπορικού kit (Macherey- Nagel). Το γονιδιωματικό DNA που παραλάβαμε το 
ηλεκτροφορήσαμε σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100V.
Στην συνέχεια πραγματοποιήσαμε PCR χρησιμοποιώντας τα ζεύγη εκκινητών 
8F-1512R (Muhling et al., 2008) στην οποία χρησιμοποιήσαμε ένα αρνητικό δείγμα/ 
μάρτυρα (δις απεσταγμένο νερό), ένα θετικό δείγμα (0x4) και το gDNA του 
μικροοργανισμού μας το οποίο έτρεξε για 30 κύκλους (Πίνακας 5). Παράλληλα, 
πραγματοποιήσαμε μια PCR για το GYRB (Πίνακας 6) στο οποίο πάλι είχαμε 
αρνητικό δείγμα/ μάρτυρας ( δις απεσταγμένο νερό), ένα θετικό δείγμα (0x4) και το 
gDNA του άγνωστου μικροοργανισμού μας το οποίο έτρεξε για 35 κύκλους και μια 
PCR για το RPOD (Πίνακας 7) στο οποίο πάλι είχαμε αρνητικό δείγμα/ μάρτυρα ( δις 
απεσταγμένο νερό), ένα θετικό δείγμα (0x4) και το GDNA του άγνωστου 
μικροοργανισμού μας το οποίο έτρεξε για 40 κύκλους. Έπειτα, καθαρίσαμε τα 
προϊόντα της PCR για τα γονίδια 16s rRNA, GYRB και rPOD με το kit Nucleo Spin 
Gel και PCR clean up. Για να διαπιστώσουμε την ακριβή ποσότητα των προϊόντων 
μας, το οποίο απαιτείται για το επόμενο στάδιο της κλωνοποίησης χρησιμοποιήσαμε 
το Qubit (Πίνακας 8). Οι αντιδράσεις λιγοποίησης τοποθετήθηκαν στους 4°Cx 16h. 
Στην πορεία είχαμε τον μετασχηματισμό κυττάρων της Escherichia coli με τους 
πλασμιδικούς που φέρουν τα ενισχυμένα τμήματα των γονιδίων 16s rRNA, GYRB 
και rPOD. Έπειτα, από την επώση των δειγμάτων για 1h και 30min στους 37°C
48
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
επιστρώσαμε τα δείγματα σε τρυβλία με LB Agar (Luria Bertani Agar) με Xgal και 
αμπικιλλίνη και τα επωάσαμε ατους 37°Cx 24h. Τέλος, πήραμε κάθε λευκή αποικία 
που αναπτύχθηκε στα τρυβλία μας και καλλιεργήθηκε σε LB broth και αφού 
αναπτύχθηκαν πραγματοποιήσαμε Colony PCR με το ζεύγος εκκινητών T7/SP6 για 
30 κύκλους (Πίνακας 9). Ηλεκτροφορήσαμε κάθε προϊόν της Colony PCR έτσι ώστε 
να αναγνωρίσουμε τους επιθυμητούς βακτηριακούς κλώνους και απομονώσαμε το 
πλασμίδιο μας.
Πίνακας 5: PCR 8F-1512R
R e a g e n ts V o lu m e
1 0 x  b u ffer 2,5μ1
d N T P s 0 ,5  μΐ
8F 0 ,5  μΐ
1 5 1 2 R 0 ,5  μΐ
K a p a  T aq 0,1  μΐ
ddH 2O 1 9 ,9  μΐ
D N A 1 μΐ
T ota l 2 5  μΐ
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Πίνακας 6: PCR GYRB
R e a g e n ts V o lu m e
1 0 x  b u ffer 2,5μ1
d N T P s 0 ,5  μΐ
U R 1 E 0 ,5  μΐ
A p rU 0 ,5  μΐ
K a p a  T aq 0 ,1  μΐ
ddH 2O 1 9 ,9  μΐ
D N A 1 μΐ
T ota l 25  μΐ
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Πίνακας 7: PCR rPOD
R e a g e n ts V o lu m e
1 0 x  b u ffer 2 ,5  pl
d N T P s 0 ,5  pl
P s E G 3 0 f 0 ,5  pl
P sE G 7 9 0 r 0 ,5  pl
K a p a  T aq 0,1  pl
ddH 2O 19 ,9  pl
D N A 1 pl
T ota l 25  pl
Πίνακας 8: Qubit
S ta n d a r d  tu b e s  A s s a y U s e r  S a m p le
V o lu m e  o f  W o rk in g  S o lu tio n  to  
add
190  pl 1 8 0 -1 9 9  pl
V o lu m e  o f  Standard to  add 10 pl -
V o lu m e  o f  u ser  sa m p le  to  add - 1-20  pl
T ota l V o lu m e  in  e a c h  A s s a y  T ube 2 0 0  pl 2 0 0  pl
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Πίνακας 9: Colony PCR T7/SP6
R e a g e n ts V o lu m e
1 0 x  b u ffer 2,5μ1
d N T P s 0 ,5  μΐ
T 7 0 ,5  μΐ
S P 6 0 ,5  μΐ
K a p a  T aq 0 ,1  μΐ
ddH 2O 1 9 ,9  μΐ
D N A 1 μΐ
T ota l 25  μΐ
Ομόλογες αλληλουχίες από το γονίδιο 16s RNA, gyrB και rpoD ανακτήθηκαν 
από την συλλογή αναφοράς γονιδιωμάτων (Ref Seq) v85 από το National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) χρησιμοποιώντας το βασικό εργαλείο 
αναζήτησης (BLAST) ν+2.7.1. Επιλέχθηκαν αντιπροσωπευτικές αλληλουχίες από 
κάθε στέλεχος και χρησιμοποιήθηκαν για να πραγματοποιηθούν ευθυγραμμίσεις για 
κάθε εξεταζόμενο γονίδιο με το MUSCLE ν3.8.31 . Στην συνέχεια, οι λαμβανόμενες 
ευθυγραμμίσεις των αλληλουχιών συνενώθηκαν για κάθε στέλεχος. Οι πιθανές 
αποκλίσεις απομακρύνθηκαν χρησιμοποιώντας το Gblocks v0.91b. Το μέγιστο 
δέντρο πιθανότητας δημιουργήθηκε με το RAxML v8.1.24 (Stamatakis, 2014) 
χρησιμοποιώντας το μοντέλο γενικής χρονικής αναστρέψεως (Tavare, 1986) ενώ 
καταγράφηκαν αμετάβλητες θέσεις με ετερογενείς ρυθμούς υποκατάστασης μεταξύ 
των θέσεων σύμφωνα με μια κατανομή γάμμα και 1000 εκκινητών. Οι 
μετασχηματισμοί μορφής αλληλουχίας εκτελέστηκαν με το εργαλείο EMBOSS 
v6.3.1 (Rice et al., 2000). Το φυλογενετικό σχεδιάστηκε με την χρήση του APEv4.1 
με δεδομένα από το πρόγραμμα R statistics v3.3.2.
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3.2 Βιοχημικές δοκιμές
Για τις βιοχημικές δοκιμές του βακτηρίου πραγματοποιήσαμε χρώση Gram 
για να διαπιστώσουμε αν είναι Gram αρνητικό ή Gram θετικό βακτήριο, παράλληλα 
ελέγξαμε και την κινητηκότητα του. Επίσης, πραγματοποιήσαμε δοκιμή καταλάσης 
με την χρήση 35% H2O2 (λίγες σταγόνες απευθείας πάνω σε αποικίες), δοκιμή 
οξειδάσης με την χρήση χρωματικού kit ανίχνευσης οξειδάσης (Merck), δοκιμή 
ουρεάσης με την χρήση κεκλιμένου Urea Agar. Επίσης, ελέγξαμε αν μπορεί να 
διασπάσει το κιτρικό οξύ με την χρήση του υποστρώματος Simmons Citrate Agar, 
αλλά και για την λιπολυτική του ικανότητα με την χρήση του υποστρώματος Tween 
80 Agar (10gr/l peptone, 5gr/lNaCl, 0,1gr/lCaCl2, 10gr/lTween 80, 12gr/l agar και 
1000ml απιονισμένο H2O).
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3.3 Μελέτη κινητικότητας και μεγέθους κυττάρων
3.3.1. Μελέτη κινητικότητας
H κινητικότητα των κυττάρων μελετήθηκε στο μικροσκόπιο με 0,1ml 
εναιώρημα κυττάρων πρόσφατης καλλιέργειας, μετά από τοποθέτηση στην 
αντικειμενοφόρο πλάκα, χρώση με αραιωμένη φουξίνη και προσθήκη καλυπτρίδας. 
Τα κύτταρα παρουσίαζαν κινητικότητα εφόσον κινούνταν διαρκώς σε διαφορετικές 
κατευθύνσεις.
3.3.2. Μελέτη μεγέθους των κυττάρων μετά από διήθηση
Αρχικά, καλλιεργήσαμε το βακτήριο σε σωληνάκι με Potato Dextrose Broth 
(PDB) των 10ml και το επωάσαμε στους 25°Cx 3-5d. Στην συνέχεια, αφού 
αποστειρώσαμε το σύστημα αποστειρωτικής διήθησης, διηθήσαμε τα 5ml με φίλτρα 
των 0,45μm και συλλέξαμε το δείγμα μας σε μια αποστειρωμένη γυάλινη κωνική. Τα 
υπόλοιπα 5ml τα διηθήσαμε με φίλτρα των 0 ^ m  και τα συλλέξαμε σε μια άλλη 
αποστειρωμένη γυάλινη κωνική. Κάθε διήθημα επιστρώθηκε σε Potato Dextrose 
Agar (PDA) και επωάστηκε στους 25°Cx 3-5d.
3.4 Μέτρηση μελανίνης βακτηρίου σε υγρό ζύμωσης Potato Dextrose Broth
Αρχικά, καλλιεργήσαμε το βακτήριο Pseudomonas sp σε κωνική των 250ml 
με Potato Dextrose Broth (PDB) των 100ml και το τοποθετήσαμε σε επωαστικό 
αναδευτήρα στα 150rpm στους 25°Cx 3-5d. Στην συνέχεια, αφού αποστειρώσαμε το 
σύστημα αποστειρωτικής διήθησης, διηθήσαμε την κωνική μας σε φίλτρα με πόρους 
0,45μm. Συλλέξαμε το διήθημα σε αποστειρωμένο μπουκάλι και το μετρήσαμε σε 
φασματοφωτόμετρο στα 400nm το οποίο αντιστοιχεί στο φάσμα της μελανίνης (Wan 
et al, 2007).
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3.5 Μελέτη εμφάνισης αποικιών ως προς τις συνθήκες ανάπτυξης
Αρχικά, καλλιεργήσαμε το βακτήριο σε σωληνάκι με Potato Dextrose Broth 
των 10ml και τα επωάσαμε στους 25°Cx 3-5d. Στην συνέχεια, πραγματοποιήσαμε 
επίστρωση (streak) σε διάφορα υποστρώματα και συνθήκες όπως φαίνεται στον 
παρακάτω πίνακα (Πίνακας 10)
Πίνακας 10: Υποστρώματα, θερμοκρασίες επώασης του βακτηρίου
Υ Π Ο Σ Τ Ρ Ω Μ Α Τ Α Θ Ε Ρ Μ Ο Κ Ρ Α Σ Ι Ε Σ  Ε Π Ω Α Σ Η Σ
C N agar  (P seu d o m o n a sa g a rb a se  +
C etr im id ea n d N a lid ix ica c id )
3 7 °C
C F C agar (C ep h a lo th in -S o d iu m  F u sid a te  
C etr im id e  A gar)
2 0 °C
T C B S  (T h io su lfa te  citrate b ile  sa lts  
su cro se  agar)
2 0 °C
R B C A  (R o se  B e n g a l C h lo ra m p h en ico l 
A g a r  B a se  +  C h lo ra m p h en ico l
su p p lem en t)
3 0 °C
P D A (P o ta to  D ex tr o se  A gar) 2 2 °C
S D A (S a b o u ra n d  D ex tr o se  A g a r) 2 2 °C
M A L T  A G A R 2 2 °C
B L O O D  A G A R 3 0 °C
M A C -C O N K E Y 3 0 °C
P D A + P O L Y M IX IN  B 2 2 °C
V R B G A  (V io le t  R ed  B ile  G lu c o se  
A g a r)
3 7 °C
P C A (P la te  C ou n t A g a r) 3 0 °C
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L u ria  B ertan i 2 2 °C
M ^ L E R - H I N T O N 2 2 °C
T S B  (T ryp tic  S o y  B roth ) 2 2 °C
P D B (P o ta to  D ex tr o se  B roth ) 22°C
G lu c o se  B ro m o c r e so l Purple A g a r 22°C
D ex tr o se  T ryp ton e  A g a r 25°C
T S C  A g a r 37°C
3.5.2 Μελέτη φυσιολογίας και συνθηκών ανάπτυξης
Αρχικά, καλλιεργήσαμε το βακτήριο σε σωληνάκι με 10ml Potato Dextrose 
Broth (PDB) στους 25°Cx 3-5d. Παράλληλα, φτιάξαμε σωληνάκια στα οποία είχαμε 
PDB των 10ml στα οποία είχαμε ρυθμίσει το pH (Πίνακας 11), σωληνάκια με PDB 
των 10ml (χωρίς να έχουμε ρυθμίσει το pH) και διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος 
(Πίνακας 12) και τέλος, σωληνάκια με PDB των 10ml (χωρίς ρύθμιση του pH) τα 
οποία τα τοποθετήσαμε σε διαφορετικές θερμοκρασίες επώασης (Πίνακας 13). Μόλις 
το μητρικό μας σωληνάκι αναπτύχθηκε εμβολιάσαμε όλα τα σωληνάκια με 0,1ml και 
τα τοποθετήσαμε ανάλογα με τις ανάγκες του κάθε πειράματος. Τέλος, 
πραγματοποιήθηκε μικροβιολογική ανάλυση σε κάθε σωληνάκι στις 0d, 2d, 4d και 
8d.
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Πίνακας 11: Κωδικοποίηση δειγμάτων με διαφορετικό ρΗεπώασης σε θερμοκρασία
25°C
Υ π ό σ τ ρ ω μ α  - ε μ β ό λ ιο p H  υ π ο σ τ ρ ώ μ α τ ο ς
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 1
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 2
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 3
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 4
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 5
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 6
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 7
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 8
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 9
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 10
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Πίνακας 12: Κωδικοποίηση δειγμάτων με pH 5 και διαφορετική συγκέντρωση NaCl
σε θερμοκρασία 25°C.
Υ π ό σ τ ρ ω μ α  - ε μ β ό λ ιο Σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  N a C l υ π ο σ τ ρ ώ μ α τ ο ς
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 0%
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 1%
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 3%
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 4%
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 5%
Πίνακας 13: Κωδικοποίηση δειγμάτων με pH 5 σε διαφορετικές θερμοκρασίες 
επώασης
Υ π ό σ τ ρ ω μ α  - ε μ β ό λ ιο Θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ία  ε π ώ α σ η ς
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 4 °C
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 8°C
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 14°C
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 2 5 °C
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 3 7 °C
Σ ω λ η νά κ ι μ ε  P D B  +  0 ,1 m l εμ β ό λ ιο 4 4 °C
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Αφού καλλιεργήσαμε το βακτήριο σε σωληνάκι με 10ml Potato Dextrose 
Broth (PDB) στους 25°C x 3-5d. Μόλις αναπτύχθηκε πραγματοποιήσαμε streak σε 
ένα τρυβλίο με Dextrose Tryptone Agar (DTA) και σε ένα τρυβλίο με Potato 
Dextrose Agar (PDA) για να δούμε αν αναπτύσσεται (τα δυο αυτά τρυβλία 
χρησιμοποιήθηκαν σαν μάρτυρες). Στην συνέχεια, σε ένα υδατόλουτρο αφού 
ρυθμίζαμε κάθε φορά την θερμοκρασία βράσαμε το σωληνάκι σε διαδοχικές 
θερμοκρασίες 50°C x 10', 60°C x 10',70°C x 10'και 80°C x 10'.
3.6 Έλεγχος σπορογονίας
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Για τον έλεγχο της αντιστρεπτής έκφρασης της παραγωγής χρωστικής από το 
βακτήριο ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία καλλιέργειας σε συνθήκες που 
ευνοούν την παραγωγή χρωστικής, έπειτα σε συνθήκες που σταματούν την παραγωγή 
χρωστικής, και εκ νέου ανακαλλιέργεια σε συνθήκες που ευνοούν την παραγωγή 
χρωστικής, ώστε να διαπιστωθεί αν η παραγωγή της χρωστικής ελέγχεται από 
πλασμίδια και εκφράζεται αντιστρεπτά, ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης.
3.7 Έλεγχος αντιστρεπτής έκφρασης μελανίνης από πλασμίδιο
Καλλιέργεια βακτηρίου 4°C: Άσπρο στο PDA
Streak σε Plate Count 
Agar (PCA) επώαση 
στους 30°C x 2d
ψ
Streak σε Plate Count Agar 
(PCA) επώαση στους
25°C x 2d
1
Streak σε Plate Count 
Agar (PCA) επώαση 
στους 30°C x 2d
Streak σε Pseudomonas
Agar Base (PAB) 
επώαση στους 30°C x 2d
Streak σε Pseudomonas 
Agar Base (PAB) επώαση 
στους 25°C x 2d
r
Streak σε Pseudomonas 
Agar Base (PAB) επώαση 
στους 30°C x 2d
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Καλλιέργεια βακτηρίου 25°C: Μαύρο στο PDA
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 30°C x 2d
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 30°C x 2d
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 25°C x 2d
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 25°C x 2d
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 30°C x 2d
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 30°C x 2d
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3.8.1. Μέτρηση ζωνών αναστολής σε βοθρία (well-difusion assay)
Ζώνες αναστολής σε βακτήρια
Αρχικά ανακαλλιεργήσαμε το βακτήριο σε PDB στους 25°C x 3-5d. Στην 
συνέχεια, χωρίσαμε την καλλιέργεια σε 2 μέρη των 5ml. Τα πρώτα 5ml αποτελούσαν 
το μικτό δείγμα μας ενώ τα υπόλοιπα 5ml τα τοποθετήσαμε σε αποστειρωμένο 
σωλήνα φυγοκέντρισης και τα φυγοκεντρίσαμε στα 4500rpm x 15min. Στην 
συνέχεια, συλλέξαμε το υπερκείμενο σε προαποστειρωμένο σωλήνα και το βράσαμε 
στους 80°C x 15min. Στο ίζημα προσθέσαμε 5ml αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό 
0,9% και το ξανά φυγοκεντρίσαμε στα 4500rpm x 15min, έπειτα πετάξαμε το 
υπερκείμενο και ξανά προσθέσαμε 5ml αποστειρωμένο φυσιολογικό ορό 0,9% και το 
ξανά φυγοκεντρίσαμε στα 4500rpm x 15min. Οπότε είχαμε 3 δείγματα: μικτό , 
υπερκείμενο βρασμένο και ίζημα. Αφού, είχαμε στρώσει τρυβλία με Nutrient Agar 
για τα βακτήρια και επιστρώσαμε σε κάθε τρυβλίο με 0,1ml από τον μικροοργανισμό 
στόχο μας. Από τα βακτήρια είχαμε την Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes και Staphylococcus aureus. Μόλις στέγνωσαν τα τρυβλία μας με τους 
μικροοργανισμούς στόχους ανοίξαμε με γυάλινες πιπέττες Pasteur τρία βοθρία. Σε 
κάθε βοθρίο προσθέταμε 30μ! από το κάθε δείγμα μας (ζωντανά κύτταρα, βρασμένο 
υπερκείμενο και ίζημα) και τα επωάσαμε στους 25°C x 2-3d και μετρήσαμε τις ζώνες 
αναστολής.
3.8 Έλεγχος αντιμικροβιακής δράσης
Ζώνες αναστολής σε μύκητες
Στο πείραμα αυτό επιλέξαμε να συγκρίνουμε ένα στέλεχος της Pseudomonas 
spπου το ανακαλλιεργούμε τα τελευταία 4 χρόνια και ένα στέλεχος που το 
ανακαλλιεργούμε τον τελευταίο 1 μήνα. Αφού τα καλλιεργήσαμε σε σωλήνες με 
Potato Dextrose Broth, στρώσαμε τρυβλία με Potato Dextrose Agar και επιστρώσαμε 
με 0,1ml από τα 2 βακτήρια Pseudomonas sp (ανακαλλιέ ργεια 1 μήνα) και 
Pseudomonas sp ( ανακαλλιέργεια 4 ετών). Μόλις στέγνωσαν τα τρυβλία ανοίξαμε 
βοθρία με γυάλινες πιπέττες Pasteur και προσθέσαμε 25μ! από τους μύκητες 
Penicillium expansum, Aspergillus flavus και Rhizoctonia solani. Ταυτόχρονα, είχαμε 
και τρυβλία στα οποία είχαμε μόνο τα βοθρία με τους μύκητες ( μάρτυρες) αλλά και 
τρυβλία μόνο με τα 2 βακτήρια (μάρτυρες) έτσι ώστε να μπορέσουμε να συγκρίνουμε
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τα αποτελέσματα μας. Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 25°C για 5-9d. Οι μετρήσεις 
της ανάπτυξης του μυκηλίου των μυκήτων πραγματοποιήθηκαν στις 5d και 9d.
Στο 2ο μέρος του πειράματος αυτού, μετρήσαμε τις ζώνες αναστολής των 
μυκήτων αυτών που προκλήθηκαν από τα 2 βακτήρια. Αρχικά, σε τρυβλία με Potato 
Dextrose Agar επιστρώσαμε με 0,1ml από το εναιώρημα των σποριών των μυκήτων 
Penicillium expansum, Aspergillus flavus και Rhizoctonia solani. Μόλις στέγνωσαν 
ανοίξαμε βοθρία στο κέντρο του τρυβλίου και προσθέσαμε 25μ1από το Pseudomonas 
sp (ανακαλλιέ ργεια 1 μήνα) και Pseudomonas sp(ανακαλλιέργεια 4 ετών) αντίστοιχα. 
Ταυτόχρονα, είχαμε και τρυβλία με μόνο επίστρωση των μυκήτων (μάρτυρες) και 
τρυβλία με βοθρία των βακτηρίων (μάρτυρες) έτσι ώστε να μπορέσουμε να 
συγκρίνουμε τα αποτελέσματα μας. Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 25°C για 3-7d. Οι 
μετρήσεις για τις ζώνες αναστολής των μυκήτων πραγματοποιήθηκαν στις 3d και 7d.
3.8.2 Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση του βακτηρίου Pseudomonas sp ενάντια 
στους μύκητες Aspergillus flavus και Rhizoctonia solani
Αρχικά, παρασκευάσαμε σωλήνες με Potato Dextrose Broth με διαφορετικούς 
όγκους έτσι ώστε να εμβολιάσουμε με διαφορετικές συγκεντρώσεις από το βακτήριο 
Pseudomonas sp (ζωντανά κύτταρα) και Pseudomonas sp (υπερκείμενο διηθημένο 
στα 0,45μm ύστερα από φυγοκέντριση στα 4500rpm x 15min). Σε όσα σωληνάκια 
είχαμε αναστολή δηλαδή χωρίς επιφανειακή εμφάνιση του μύκητα έπειτα από την 
προσθήκη του σε εναιώρημα σπορίων πραγματοποιήσαμε streaking σε Potato 
Dextrose Agar για να διαπιστώσουμε εάν σε αυτήν την συγκέντρωση είχαμε και 
θανάτωση του μικροοργανισμού. Tέλος, στον Aspergillus flavus (μάρτυρας), 
Aspergillus flavus + Pseudomonas sp 1% (ζωντανά κύτταρα) και Aspergillus flavus + 
Pseudomonas sp 1% (υπερκείμενο διηθημένο) πραγματοποιήσαμε μικροβιολογική 
ανάλυση για να διαπιστώσουμε τυχόν μειώσεις στον πληθυσμό στο υπόστρωμα 
Potato Dextrose Agar και τα επωάσαμε στους 25°Cx 5d. Στον παρακάτω πίνακα 
(Πίνακας 14) περιγράφεται η κωδικοποίηση των δειγμάτων.
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Πίνακας 14: Περιγραφή καλλιεργειών για την μελέτη της ελάχιστης ανασταλτικής 
συγκέντρωσης
9 m lP D B +  1m l μ /ο  
σ τ ό χ ο ς
Χ ω ρ ίς  κ ύ τ τ α ρ α  P s e u d o m o n a s  
s p  (μ ά ρ τ υ ρ α ς)
Χ ω ρ ίς  δ ιή θ η μ α  κ υ ττά ρ ω ν
P s e u d o m o n a s  (μ ά ρ τ υ ρ α ς)
9 m lP D B +  1m l μ /ο  
σ τ ό χ ο ς
+  0 ,0 1 m l P s e u d o m o n a s  sp +  0 ,0 1 m l δ ιή θ η μ α  κ υ ττά ρ ω ν
P s e u d o m o n a s  s p
8 ,9 m lP D B +  
1m lK /o σ τ ό χ ο ς
+  0 ,1 m l P s e u d o m o n a s  s p +  0 ,1 m l δ ιή θ η μ α  κ υ ττά ρ ω ν
P s e u d o m o n a s  s p
8 ,5 m lP D B +  
1m lK /o σ τ ό χ ο ς
+  0 ,5 m l P s e u d o m o n a s  s p +  0 ,5 m l δ ιή θ η μ α  κ υ ττά ρ ω ν
P s e u d o m o n a s  s p
8 ,5 m lP D B +  
1 m lμ /o  σ τ ό χ ο ς
+  1m l P s e u d o m o n a s  s p +  1m l δ ιή θ η μ α  κ υ ττά ρ ω ν  
P s e u d o m o n a s  s p
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3.8.3 Μέτρηση μείωσης πληθυσμού του μύκητα Penicillium expansum και της ζύμης 
Rhodotorula mucilaginosa μετά από συγκαλλιέργεια με το βακτήριο Pseudomonas 
sp.
Αρχικά, παρασκευάσαμε κωνικές με 100ml Potato Dextrose Broth όπου μετά 
την αποστείρωση εμβολιάσαμε μια κωνική με 1ml Penicillium expansum (μάρτυρας), 
μια κωνική με 1ml Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) (μάρτυρας), μια κωνική 
με 1ml Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) βρασμένο στους 80°C x 20min και 
1ml Penicillium expansum και μια κωνική με 1ml Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 
μήνα) με 1ml Penicillium expasum. Έπειτα, τις τοποθετήσαμε στον επωαστικό 
αναδευτήρα στους 20°Cx 250 rpm. Ο αρχικός πληθυσμός της κάθε κωνικής ήταν ο 
εξής: Penicillium expansum 7,2x10 cfu/ml ενώ η Pseudomonas sp ήταν 9x10 cfu/ml. 
Στις 8d αφού προξηράναμε φίλτρα των 1,2μm στους 105°Cx24h και αφού τα 
ζυγίσαμε πραγματοποιήσαμε διήθηση όλου του υγρού ζύμωσης, έτσι ώστε να 
μετρήσουμε την βιομάζα του μύκητα. Μετά, την διήθηση τα φίλτρα τοποθετήθηκαν 
για ξήρανση στους 105°C x 24h όπου και ζυγίστηκαν. Για να βρούμε την μείωση του 
μύκητα αφαιρέσαμε από το τελικό βάρος το βάρους του προζυγισμένου φίλτρου και 
βρήκαμε το βάρους του μύκητα.
Παρόμοια, με την παραπάνω πειραματική πορεία παρασκευάσαμε κωνικές με 
100ml Potato Dextrose Broth και αφού τις αποστειρώσαμε εμβολιάσαμε τις εξής 
κωνικές: 1ml Rhodotorula mucilaginosa (μάρτυρας), μια κωνική με 1 ml
Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) (μάρτυρας), μια κωνική με 1 ml 
Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) βρασμένο στους 80°C x 20min και 1ml 
Rhodotorula mucilaginosa και μια κωνική με 1 ml Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 
1 μήνα) με 1 ml Rhodotorula mucilaginosa. Έπειτα, τις τοποθετήσαμε στον 
επωαστικό αναδευτήρα στους 20°Cx 250 rpm. Οι δειγματοληψίες που
πραγματοποιήθηκαν ήταν μια φορά την ημέρα μια 4 ημέρες. Για την μικροβιολογική 
ανάλυση των δειγμάτων η Pseudomonas sp καταμετρήθηκε στο Pseudomonas Agar 
Base ενώ η Rhodotorula mucilaginosa καταμετρήθηκε στο Potato Dextrose Agar με 
την προσθήκη 3% NaCl καθώς αναπτυσσόταν και η Pseudomonas sp. Τα τρυβλία 
επωάστηκαν στους 25°Cx 3d.
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Κεφάλαιο 4ο: Αποτελέσματα και συζήτηση
4.1 Αποτελέσματα Μοριακών δοκιμών ταυτοποίησης
Στις παρακάτω εικόνες (Eικόνες 18, 19, 20, 21) βλέπουμε τα προιόντα της 
PCR για τα γονίδια 16s RNA, PCR gyrB και PCR rPOD τα οποία ηλεκτροφορήσαμε 
σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100V. Σύμφωνα με αυτά τα προιόντα στάλθηκαν οι 
αλληλουχίες για αλληλούχιση και από την ανάλυση τους χρησιμοποιώντας το βασικό 
εργαλέιο αναζήτησης (Blast) ν+2.7.1 Πίνακα 15. Στην συνέχεια, κατασκευάστηκε 
φυλογενετικό δένδρο (Εικόνα 22) στο οποίο φαίνεται ότι το βακτήριο μας έχει 
συγγένεια με την P. sp FSL W5-0203 και την P.fluorescens FH5.
Εικόνα 18: Ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100V α)GDNA του 
Pseudomonassp, b) ladder
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Εικόνα 19: Ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100V a) PCR8F-1512R, b) 
ladder, c) PCR gyrB, d) ladder and e) PCR rPOD
Εικόνα 20: Ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100 V a) ladder and b)PCR 
rPOD
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Εικόνα 21: Ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 0,8% στα 100V a) PCR gyrB b) ladder
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Πίνακας 15: Αποτελέσματα αλληλουχιών της PCR 16s RNA, GYRB και rPOD
G E N E A C C E S I O N M I C R O O R G A N I S M S E Q U E N C E I D I D E N T I T I E S
N U M B E R
U n cu ltu red K F 7 1 7 0 8 0 .1 1 4 8 6 /1 5 1 8
P se u d o m o n a s  sp. C lo n e (98% )
R t6 M 1 0
P seu d o m o n a s A B 9 6 8 0 9 2 .1 1 4 8 4 /1 5 1 6
f lu o r e sc e n s  g e n e  fo r  
16s r ib o so m a l R N A , 
partia l s e q u e n c e , strain: 
4 -1 -3
(98% )
1 6 s
1 5 0 0 b p
H B 8 W Y D R 4 0 1 5
P seu d o m o n a s  
a zo to fo rm a n s strain
F 7 7
C P 0 1 9 8 5 6 .1 1 4 8 5 /1 5 1 8
(98% )
P seu d o m o n a s g i |1 0 7 0 8 9 8 2 5 4 |C P 0 1 7 2 1 4 8 5 /1 5 1 8 (9 8
f lu o r e sc e n s  strain  P t 14 96 .1 %)
P seu d o m o n a s g i |3 8 7 1 5 9 4 2 6 |C P 0 0 3 0 4 1 4 8 5 /1 5 1 8 (9 8
f lu o r e sc e n s  A 5 0 6 1.1 %)
P seu d o m o n a s  sp. g i |1 0 8 5 7 9 9 1 5 8 |L T 6 2 9 7 9 2 8 /9 4 0 (9 9 % )
b s2 9 3 5 4 4 .1
H A W F  G P F Z 0 1 4
G Y R B P seu d o m o n a s g i |1 0 7 0 8 9 8 2 5 4 |C P 0 1 7 2 9 2 8 /9 4 0
1 0 0 0 b p flu o r e sc e n s  strain  P t 14 96 .1
(99% )
P seu d o m o n a s g i |3 8 7 1 5 9 4 2 6 |C P 0 0 3 0 4 9 2 8 /9 4 0 (9 9 % )
flu o r e sc e n s  A 5 0 6 1.1
69
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
P seu d o m o n a s  sp.
b s2 9 3 5
g i|1 0 8 5 7 9 9 1 5 8 |L T 6 2 9 7
4 4 .1
4 5 5 /4 5 8 (9 9 % )
R p o D
7 0 0 b p
H B 0 C M G P U 0 1 4
P seu d o m o n a s  
f lu o r e sc e n s  strain  P t14
g i |1 0 7 0 8 9 8 2 5 4 |C P 0 1 7 2
96 .1
4 5 5 /4 5 8 (9 9 % )
P seu d o m o n a s  
f lu o r e sc e n s  A 5 0 6
g i|3 8 7 1 5 9 4 2 6 |C P 0 0 3 0 4
1.1
4 5 5 /4 5 8 (9 9 % )
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0.02 Γ9Γ
P. fragi F1813 
P. fragi F1792 
P. fragi F1821 
P. fragi F1793 
P. sp. Irchels3a18 
P. sp. lrchel3A7 
P. sp. GM67  
P. fluorescens C1 
P. fluorescens BBc6R8 
P. sp. P E -S 1G -1  
P. mucidolens N B R C 103159 
P. fluorescens GcM5-1A  
P. gessardii D S M 17152 
P. synxantha DSM 18928 
P. libanensis DSM 17149 
P. fluorescens EK007-7t-asp  
P. sp. Root9 
P.lactis DSM 29167  
P. poae PpR24 
P. sp. MF6394 
P. sp. AP42 
P. koreensis P2 
P. sp. DSM 29142  
P.sp. NBRC 111137 
P.sp. NBRC 111138 
own
P. sp. FSL W 5-0203  
P. fluorescens FH5 
P. fluorescens ML11A 
P. sp. 24 E 13 
P. sp. 34 E  7 
P. sp. 8 R 1 4  
P. sp. 1 R 17 
P. sp. CBZ-4  
P. sp. CHM02 
P. fluorescens H21 
P. sp. OV546
P. azotoformans NBRC 12693 
P. fluorescens NZ007  
P. sp. Leaf15 
P. salomonii ICMP 14252 
P.sp. 5 8 R 3
P. cedrina subsp. cedrina DSM 17516 
P. sp. 52 E  6 
P. fluorescens NZ052 
P. fluorescens LMG 5329 
P. sp. FH1
Εικόνα 22: Φυλογενετικό δένδρο του βακτηρίου Pseudomonas sp. (η λέξη own 
αντιστοιχεί στην δική μας Pseudomonas sp)
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Σύμφωνα με τις βιοχημικές δοκιμές που πραγματοποιήσαμε είχαμε τα εξής 
αποτελέσματα: Ουρεάση αρνητικό δηλαδή στο κεκλιμένο σωλήνα με Urea Agar 
είχαμε αλλαγή του χρώματος του υποστρώματος από ανοιχτό ροζ σε φούξια που 
σημαίνει ότι είναι αρνητικό. Όταν απλώσαμε την αποικία πάνω στην ταινία για το test 
οξειδάσης είχαμε αλλαγή του χρώματος από άσπρο σε μπλε οπότε είχαμε θετικό 
αποτέλεσμα ( Εικόνα 23 a). Για το test της καταλάσης όταν ρίξαμε μερικές σταγόνες 
από το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) 35% πάνω στις αποικίες είχαμε έντονο 
αφρισμό δίνοντας μας έτσι θετικό αποτέλεσμα (Εικόνα 23b). Για την διάσπαση του 
κιτρικού οξέος όταν επιστρώσαμε στο υπόστρωμα Simmons Citrate Agar είχαμε 
αλλαγή του χρώματος του υποστρώματος από πράσινο σε μπλε όπου σημαίνει ότι 
είχαμε διάσπαση του κιτρικού οξέος (Εικόνα 24a). Στο τεστ λιπόλυσης όταν 
επιστρώσαμε στο Tween 80 Agar μια καλλιέργεια των 8°C και μια καλλιέργεια των 
25°C παρατηρήσαμε ότι μόνο στους 25°C είχαμε εμφανή ζώνη λιπόλυσης ενώ στους 
8°C δεν είχαμε (Εικόνα 24b).
4.2 Αποτελέσματα Βιοχημικών δοκιμών
Πίνακας 16: Βιοχημικές δοκιμές του βακτηρίου Pseudomonas sp
Ο υ ρ εά σ η Α ρ ν η τ ικ ό
Ο ξειδ ά σ η Θ ετικ ό
Κ α τ α λ ά σ η Θ ετικ ό
C itrate U tiliz a tio n Θ ετικ ό
Λ ιπ ό λ υ σ η Θ ετικ ό  σ τ ο υ ς  8 °C , α ρ νη τ ικ ό  σ τ ο υ ς  2 0 °C
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Εικόνα 23: Τεστ οξειδάσης (αριστερά) και Τεστ καταλάσης (δεξιά)
Εικόνα 24:Διάσπαση του κιτρικού οξέος (αριστερά) και τέστ λιπόλυσης (δεξιά).
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4.3 Μελέτη κινητικότητας και μεγέθους κυττάρων 
4.3.1 Μελέτη κινητικότητας
H κινητικότητα των κυττάρων μελετήθηκε στο μικροσκόπιο με 0,1ml 
εναιώρημα κυττάρων πρόσφατης καλλιέργειας, μετά από τοποθέτηση στην 
αντικειμενοφόρο πλάκα, χρώση με αραιωμένη φουξίνη και προσθήκη καλυπτρίδας. 
Τα κύτταρα παρουσίαζαν έντονη κινητικότητα καθώς κινούνταν διαρκώς σε 
διαφορετικές κατευθύνσεις.
4.3.2 Μελέτη μεγέθους των κυττάρων μετά από διήθηση
Έπειτα από την διήθηση του βακτηρίου που πραγματοποιήθηκε σε φίλτρα με 
πόρους 0,45μm αλλά και από 0 ^ m  και αφού επιστρώσαμε το διήθημα σε Potato 
Dextrose Agar παρατηρήσαμε ότι είχε την ικανότητα να περνάει και από τα 2 φίλτρα 
(Εικόνα 24).
4.4 Μελέτη μελανίνης βακτηρίου σε υγρό ζύμωσης Potato Dextrose Agar
Έπειτα από την διήθηση του υγρού ζύμωσης με φίλτρα 
0,45μmφασματοφωτομετρήσαμε για την μελέτη της μελανίνης στα 400nm. Οι τιμές 
της απορρόφησης ήταν 1,886 (Εικόνα 25) ενώ με αραίωση 1/10 του δέιγματος μας η 
απορρόφηση μας ήταν 0,192.
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Εικόνα 24: Διήθηση με φίλτρο 0,45μm(αpιστεpά) και 0,2μm(δεξιά)
Εικόνα 25: Διήθημα καλλιέργειας βακτηρίου για την μέτρηση μελανίνης
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Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 17) έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου σε 
διαφορετικά υποστρώματα γενικής χρήσεως αλλά και σε εκλεκτικά με και χωρίς την 
χρήση αντιβιοτικών. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μπορεί και αναπτύσσεται εξίσου 
καλά για παράδειγμα στο Potato Dextrose Agar το οποίο είναι ένα υπόστρωμα που 
χρησιμοποιείται για την καλλιέργεια των μυκήτων αλλά και στο Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar με την προσθήκη Chloramphenicol το οποίο είναι ένα 
αντιβιοτικό το οποίο προστίθεται στο υπόστρωμα για να αναστέλλει την ανάπτυξη 
των βακτηρίων. Ακόμα, σε κάποια υποστρώματα όπως φαίνεται και από τον πίνακα 
έχουμε την εμφάνιση ενός μπλε- μαύρου χρώματος το οποίο ενδέχεται να είναι 
μελανίνη.
4.5 Μελέτη εμφάνισης αποικιών ως προς τις συνθήκεςανάπτυξης
Πίνακας 17: Υποστρώματα, θερμοκρασίες επώασης και εμφάνιση αποικιών του 
βακτηρίου
ΥΠ Ο ΣΤΡΩ Μ ΑΤΑ ΘΕΡΜ Ο Κ ΡΑΣΙΕΣ
ΕΠΩ ΑΣΗ Σ
ΕΜ Φ ΑΝΙΣΗ  ΑΠ Ο ΙΚ ΙΩ Ν
CN agar (Pseudom onas agar base +  
Cetrim ide and Nalidixic acid)
37°C Μ ικρές φ θορίζουσες Μ πεζ- 
κίτρινες αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
CFC agar (C ephalothin-Sodium  Fusidate 
Cetrim ide Agar)
20°C Φ θορίζουσες μπες-κίτρινες 
αποικίες χωρίς μαύρη
χρωστική
TCBS (Thiosulfate citrate bile salts 
sucrose agar)
20°C Π ράσινες- μαύρες με
παραγωγή μαύρης χρωστικής
R BC A  (Rose Bengal Chloram phenicol 
A gar Base +  Chloram phenicol
supplem ent)
30°C Ρ οζ αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
PD A(Potato Dextrose Agar) 22°C Μ αύρες-λαδί αποικίες με 
μαύρη χρωστική
SDA(Sabourand Dextrose Agar) 22°C Μ αύρες-λαδί αποικίες με 
μαύρη χρωστική
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M ALT AG A R 22°C Μ αύρες-λαδί αποικίες με 
μαύρη χρωστική
BLOOD AG A R 30°C Ρ οζ αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
M A C-CO NK EY 30°C Ρ οζ αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
PDA +PO LY M IX IN  B 22°C Μ αύρες αποικίες με μαύρη 
χρωστική
V R BG A  (Violet Red Bile G lucose Agar) 37°C Μ ωβ αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
PC A (Plate Count Agar) 30°C Μ πεζ αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
Luria Bertani 22°C Ά σπρο αποικίες χωρίς μαύρη 
χρωστική
M tL L E R -H IN T O N 22°C Κ αφέ με μικρή παραγωγή  
μαύρης χρωστικής
TSB (Tryptic Soy Broth) 22°C Μ αύρο-καφέ με μαύρη 
χρωστική (γρήγορη  
ανάπτυξη)
PDB(Potato Dextrose Broth) 22°C Μ αύρο με πολύ μαύρη 
χρωστική
G lucose Brom ocresol Purple A gar 22°C Μ ωβ αποικίες με μαύρη 
χρωστική
Dextrose Tryptone A gar 25°C Μ αύρες αποικίες
TSC A gar 37°C Κ αμία ανάπτυξη
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Εικόνα 26: Διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις της Pseudomonas sp σε Pseudomonas 
Agar Base. Όπως φαίνεται στην μικρότερη αραίωση (δεξιά) έχουμε πιο έντονο το 
μαύρο χρώμα, δηλαδή η ένταση του μαύρου χρώματος και η παραγωγή της 
χρωστικής είναι ανάλογη του πληθυσμού των κυττάρων.
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4.5.1 Μελέτη φυσιολογίας και συνθηκών ανάπτυξης
Στην παρακάτω εικόνα 25 (Α, Β και Γ) έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου 
σε σωλήνες με Potato Dextrose Broth με ρυθμισμένο pH από το 1 μέχρι το 10. 
Παρατηρούμε ότι ήδη από την 2d έχουμε εμφανή την εμφάνιση θολώματος (το οποίο 
υποδεικνύει ανάπτυξη) από το pH 5 μέχρι το pH 10. Από τις 8d έχουμε ανάπτυξη από 
το pH 4μέχρι το pH 10 και την εμφάνιση του μπλε- μαύρου χρώματος πλέον.
a
p H  1 p H  2 p H  3 ρ Η 4 p H  5 p H  6 p H  7 p H  8
ΡΗ Ρ Η ΡΗ
Εικόνα 25: Εμβολιασμός με 0,1ml από την καλλιέργεια του βακτηρίου στα 
σωληνάκια με ρυθμισμένο pH και επώαση στους 25°C x 2d (A), 25°C x 4d (B), 25°C 
x 8d (Γ).
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Στην εικόνα 26 (Α, Β, Γ) έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου σε σώληνες με 
Potato Dextrose Broth με pH 5 και επώαση σε διαφορετικές θερμοκρασίες. 
Παρατηρούμε ότι από την 2d έχουμε ανάπτυξη από τους 4°C μέχρι τους 25°C. Από 
τις 4d μέχρι και τις 8d μόνο στα σωληνάκια των 14°C και 25°C έχουμε την εμφάνιση 
του μπλε χρώματος ενώ στους 4°C και 8°C δεν μαυρίζει.
Εικόνα 26: Εμβολιασμός με 0,1ml από την καλλιέργεια σε σωληνάκια με pH 5 και 
επώαση σε διαφορετικές θερμοκρασίες Α (2d), B (4d), Γ (8d).
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Στην εικόνα 27 (Α,Β, Γ) έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου σε σωλήνες με 
Potato Dextrose Broth σε pH 5, θερμοκρασία επώασης 25°C και διαφορετικές 
συγκεντρώσεις άλατος (NaCl) 0% μέχρι 5%. Από τις 2d έχουμε ανάπτυξη και στο 0% 
(χωρίς αλάτι) στο 1% και στο 2% αν και βλέπουμε ότι έχουμε πιο έντονη παραγωγή 
του μαύρου χρώματος στο 1% και 2% σε σχέση με τον μάρτυρα. Το ίδιο ισχύει και 
για τις 4d και τις 8d.
— — iL  —
«--st-
Εικόνα 27: Εμβολιασμός με 0,1ml από την καλλιέργεια του βακτηρίου στα 
σωληνάκια με pH 5, διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος και επώαση στους 25°C x 
2d (A), 25°C x 4d (B), 25°C x 8d (Γ).
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Στο Διάγραμμα 1 έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε 
θρεπτικό υπόστρωμα Potato Dextrose Broth με ρύθμιση του σε διαφορετικά pH και 
επώασης τους στους 25°C. Από τις 2d μέχρι τις 8d έχουμε ανάπτυξη του βακτηρίου 
από το pH 5 μέχρι το pH 10 με βέλτιστο ρΗτο 9.
8
7
_  6 
53Μ—υ
4
ο
3
2
1
0d 2d 4d
η μ έρ ες  δ ε ιγ μ α το λ η ψ ία ς
8d
9
0
pH 1 
pH 2 
pH 3 
pH 4  
pH 5 
pH 6 
pH 7 
pH 8 
pH 9 
pH 10
Διάγραμμα 1:Ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε θρεπτικό υπόστρωμα 
Potato Dextrose Broth με ρύθμιση του σε διαφορετικά pH και επώασης τους στους 
25°C.
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Στο Διάγραμμα 2 έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε 
θρεπτικό υπόστρωμα Potato Dextrose Broth (χωρίς ρύθμιση του pH) σε διαφορετικές 
θερμοκρασίες επώασης. Το βακτήριο έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται από τους 
4°C μέχρι τους 25°C καθ’ όλη την διάρκεια των δειγματοληψιών με βέλτιστη 
θερμοκρασία ανάπτυξης τους 25°C
4ο
0d 2d 4d
ημέρες δειγματοληψίας
8d
4°C
8°C
14°C
25°C
37°C
44°C
5
0
Διάγραμμα 2: Ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε θρεπτικό υπόστρωμα 
Potato Dextrose Broth (χωρίς ρύθμιση του pH) σε διαφορετικές θερμοκρασίες 
επώασης.
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Στο Διάγραμμα 3 έχουμε την ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε 
θρεπτικό υπόστρωμα Potato Dextrose Broth (χωρίς ρύθμιση του pH) έπειτα από την 
προσθήκη NaCl σε διάφορες συγκεντρώσεις και επώασης τους στους 25°C. Το 
βακτήριο μπορεί και αναπτύσσεται και στο 1% και στο 2% NaCl ενώ από το 3%-5% 
αναστέλλεται. Στο 1% έχουμε την καλύτερη ανάπτυξη του βακτηρίου.
£
υ
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
0d 2d 4d 8d
■ C o n tro l(w ith o u t NaCl)
■ 1% NaCl
■ 2% NaCl
■ 3% NaCl
■ 4%  NaCl
■ 5% NaCl
η μ έρ ες  δ ε ιγ μ α το λ η ψ ία ς
Διάγραμμα 3: Ανάπτυξη του βακτηρίου Pseudomonas sp σε θρεπτικό υπόστρωμα 
Potato Dextrose Broth (χωρίς ρύθμιση του pH) έπειτα από την προσθήκη NaCl σε 
διάφορες συγκεντρώσεις και επώασης τους στους 25°C.
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Έπειτα από τον βρασμό του βακτηρίου σε διαδοχικές θερμοκρασίες βρασμού 
πήραμε τα παρακάτω αποτελέσματα (Πίνακας 18).
Πίνακας 18: Έλεγχος σπορογονίας σε διαφορετικές θερμοκρασίες βρασμού
4.6 Έλεγχος σπορογονίας
Δ ε ίγ μ α  - Θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ία Υ π ό σ τ ρ ω μ α  D e x tr o s e Υ π ό σ τ ρ ω μ α
β ρ α σ μ ο ύ T r y p to n e  A g a r
P o ta to  D e x tr o s e  A g a r
Μ ά ρ τ υ ρ α ς  χω ρ ίς  β ρ α σ μ ό + +
Δ ε ίγ μ α  +  5 0 °C  x 1 0 ’ + +
Δ ε ίγ μ α  +  6 0 °C  x 1 0 ’ + +
Δ ε ίγ μ α  +  7 0 °C  x 1 0 ’ - -
Δ ε ίγ μ α  +  8 0 °C  x 1 0 ’ - -
(To+ στον πίνακα σημαίνει ανάπτυξη ενώ το -  σημαίνει ότι δεν έχουμε ανάπτυξη)
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Στην παρακάτω σχηματική απεικόνιση έχουμε τον έλεγχο της αντιστρεπτής 
έκφρασης μελανίνης από πλασμίδιο για το βακτήριο που καλλιεργούνταν στους 4°C. 
Με βάση την εναλλαγή του χρώματος του βακτηρίου ανάλογα με την θερμοκρασία 
επώασης και με το υπόστρωμα αντιλαμβανόμαστε ότι η έκφραση της μελανίνης δεν 
είναι ένα επίκτητο χαρακτηριστικό.
Καλλιέργεια βακτηρίου 4°C: Άσπρο στο PDA
4.7 Έλεγχος αντιστρεπτής έκφρασης μελανίνης από πλασμίδιο.
Streak σε Plate Count Agar Streak σε Pseudomonas Agar
(PCA) επώαση στους 30°C x Base (PAB) επώαση στους 30°C
2d: Άσπρες αποικίες x 2d: Mαύρες αποικίες
Streak σε Plate Count Agar (PCA) Streak σε Pseudomonas Agar
επώαση στους 25°C x 2d: Mαύρες Base (PAB) επώαση στους
αποικίες 25°C x 2d: Mαύρες αποικίες
1r
r
Streak σε Plate Count Agar 
(PCA) επώαση στους 30°C x 
2d: Άσπρες αποικίες
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 30°C x 2d: 
Mαύρες αποικίες
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Στην παρακάτω σχηματική απεικόνιση έχουμε τον έλεγχο της αντιστρεπτής 
έκφρασης μελανίνης από πλασμίδιο για το βακτήριο που καλλιεργούνταν στους 4°C. 
Με βάση την εναλλαγή του χρώματος του βακτηρίου ανάλογα με την θερμοκρασία 
επώασης και με το υπόστρωμα αντιλαμβανόμαστε ότι η έκφραση της μελανίνης δεν 
είναι ένα επίκτητο χαρακτηριστικό.
Καλλιέργεια βακτηρίου 25°C: Μαύρο στο PDA
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 30°C x 2d: Άσπρες 
αποικίες
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 25°C x 2d: Mαύρες 
αποικίες
Streak σε Plate Count Agar (PCA) 
επώαση στους 30°C x 2d: Άσπρες 
αποικίες
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 30°C x 2d: 
Mαύρες αποικίες
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 25°C x 2d: 
Mαύρες αποικίες
▼
Streak σε Pseudomonas Agar Base 
(PAB) επώαση στους 30°C x 2d: 
Mαύρες αποικίες
87
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
Στην εικόνα 28a και 28b έχουμε την μελέτη της αντιστρεπτής έκφρασης της 
μελανίνης από πλασμίδιο. Στην εικόνα 28a στην πάνω σειρά έχουμε το βακτήριο με 
επίστρωση στο Pseudomonas Agar Base όπου έχουμε το βακτήριο μας που το έχουμε 
καλλιεργήσει στους 25°C (μαύρο) το επιστρώσαμε στο Pseudomonas Agar Base και 
το επωάσαμε στους 30°C και πάλι μαύρισε. Στην συνέχεια, παίρνοντας μια 
μεμονωμέμη αποικία και κάνοντας πάλι επίστρωση το επωάσαμε στους 25°C όπου 
και πάλι μαύρισε. Τέλος, παίρνοντας πάλι μια μεμονωμέμη αποικία και κάνοντας 
πάλι επίστρωση το επωάσαμε στους 25°C όπου και πάλι μαύρισε. Η ίδια διαδικασία 
ακολουθήθηκε και για την κάτω σειρά όπου έχουμε την Pseudomonas sp σε 
καλλιέργεια των 4 °C η οποία είναι άσπρη πήραμε τα ίδια αποτελέσματα με την 
καλλιέργεια των 25°C. Στην εικόνα 28b έχουμε ακολουθήσαμε την ίδια διαδικασία 
μόνο που η επίστρωση έγινε στο υπόστρωμα Plate Count Agar. Όπως παρατηρούμε 
όταν επιστρώνουμε την καλλιέργεια από τους 25 °C στους 30 °C δεν μαυρίζει ενώ 
όταν πάλι το επωάσουμε στους 25 °C μαυρίζει. Τέλος, όταν το ξανά επωάζουμε 
στους 30 °C πάλι δεν μαυρίζει. Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε και για την κάτω 
σειρά όπου έχουμε την Pseudomonas sp σε καλλιέργεια των 4 ^ η  οποία είναι άσπρη 
πήραμε πήραμε τα ίδια αποτελέσματα με την καλλιέργεια των 25°C.
Εικόνα 28a: Μελέτη της αντιστρεπτής έκφρασης της μελανίνης από πλασμίδιο στο 
υπόστρωμα Pseudomonas Agar Base. Στην επάνω σειρά έχουμε το βακτήριο που 
καλλιεργούμε στους 25°C μετά στους 30°C , έπειτα 25°C και τέλος πάλι 30°C και 
όπως βλέπουμε σε όλες τις εναλλαγές μαυρίζει. Στην κάτω σειρά έχουμε το βακτήριο 
που το καλλιέργησαμε στους 4°C ακολουθώντας τις ίδες εναλλαγές θερμοκρασίας .
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Εικόνα 28b: Μελέτη της αντιστρεπτής έκφρασης της μελανίνης από πλασμίδιο στο 
υπόστρωμα Plate Count Agar Στην επάνω σειρά έχουμε το βακτήριο που 
καλλιεργούμε στους 25°C μετά στους 30°C , έπειτα στους 25°C και τέλος πάλι 30°C 
και όπως βλέπουμε σε όλες τις εναλλαγές μαυρίζει. Στην κάτω σειρά έχουμε το 
βακτήριο που το καλλιέργησαμε στους 4°C ακολουθώντας τις ίδες εναλλαγές 
θερμοκρασίας . Όπως φάινεται και από την εικόνα και στις 2 περιπτώσεις μαυρίζει 
μόνο στους 25°C.
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4.8 Μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης
4.8.1 Μέτρηση ζωνών αναστολής σε βοθρία (well diffusion assay)
Ζώνες αναστολής σε βακτήρια
Σύμφωνα με τις μετρήσεις μας δεν είχαμε καμία ανασταλτική δράση από το 
βακτήριο Pseudomonas sp ενάντια σε παθογόνα βακτήρια ούτε από τα ζωντάνα 
κύτταρα, υπερκείμενο αλλά ούτε και από το ίζημα
Ζώνες αναστολής σε μύκητες
Στο Διάγραμμα 4 με την μέτρηση του μυκηλίου του μύκητα Penicillium 
expansum έχουμε μείωση στο μυκήλιο και από τις 2 Pseudomonas sp 
(ανακαλλιέργεια 4 ετών και ανακαλλιέργεια 1 μήνα). Στην Pseudomonas sp 
(ανακαλλιέργεια 1 μήνα) είχαμε μεγαλύτερη μείωση του μυκηλίου περίπου 15 mm σε 
σχέση με τον μάρτυρα.
■ Μ ά ρ τυ ρ α ς  Penicillium  
expansum
■ P.expansum  + Pseudom onas  
sp (α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  4  ετώ ν)
■ P.expansum  + Pseudom onas  
sp (α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  1 μήνα)
Διάγραμμα 4: Μέτρηση μυκηλίου του μύκητα Penicillium expansum.
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5d 9d
η μ έρ ες  μέτρησ ης
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Στην εικόνα 29 και στο Διάγραμμα 5 έχουμε την μέτρηση του μυκηλίου του 
μύκητα Aspergillus flavus (μάρτυρας) (αριστερά) Α. flavus με Pseudomonas sp 
(ανακαλλιέργεια βακτηρίου 4 ετών) (μέση), Α. flavus με Pseudomonas sp 
(ανακαλλιέργεια βακτηρίου 1 μήνα) (δεξιά). Όπως φαίνεται στο δεξιά τρυβλίο έχουμε 
αναστολή του μύκητα
* . £ * · * ' · * ' >
Εικόνα 29: Μέτρηση του μυκηλίου του μύκητα Aspergillus flavus από το κέντρο 
προς την περιφέρεια του τρυβλίου μετά από επίστρωση με 0,1ml εναιώρημα 
κυττάρων Pseudomonas sp και επώαση 12d x 25°C. Μάρτυρας μόνο με A. flavus 
(αριστερά), Α. flavus με Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια βακτηρίου 4 ετών) (μέση), 
Α. flavus με Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια βακτηρίου 1 μήνα) (δεξιά).
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■ Μ ά ρ τυ ρ α ς Aspergillus 
flavus
■ A. flavus + Pseudomonas  
sp (α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  4  
ετώ ν)
■ A. flavus + Pseudomonas  
sp (α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  1 
μήνα)
η μ ερ ες  μ έτρ ησ ης
Διάγραμμα 5: Μέτρηση μυκηλίου του μύκητα Aspergillus flavus. Παρατηρούμε ότι 
και στις 2 μετρήσεις η Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) ανέστειλλε την 
ανάπτυξη του μυκηλίου του μύκητα.
Στο Διάγραμμα 6 έχουμε την μέτρηση του μυκηλίου του μύκητα Rhizoctonia 
solani.Z Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια βακτηρίου 4 ετών) μείωσε το μυκήλιο του 
μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα και η Pseudomonas sp(ανακαλλιέργεια βακτηρίου 
1 μήνα) ανέστειλλε την ανάπτυξη του μύκητα.
35
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5d 9d
η μ έρ ες  μέτρησ ης
Μ ά ρ τυ ρ α ς Rhizoctonia  
solani
R. solani + Pseudom onas sp 
(α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  4  ετώ ν)
R. solani + Pseudom onas sp 
(α ν α κ α λλ ιέρ γε ια  1 μήνα)
Διάγραμμα 6: Μέτρηση μυκηλίου του μύκητα Rhizoctonia solani.
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Στην εικόνα 29 έχουμε την μέτρηση της ζώνης αναστολής του μύκητα 
Aspergillus flavus μετά από επώαση 15d x 25°C. Όπως βλέπουμε στο τρυβλίο με τον 
Aspergillus flavus και την Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) είχαμε 
αναστολή του μύκητα.
Εικόνα30: Μέτρηση ζώνης αναστολής στον μύκητα Aspergillus flavus, μετά από 
επίστρωση 0,1ml εναιώρημα σπορίων μύκητα και τοποθέτηση 20ml καλλιέργειας 
Pseudomonas στο βοθρίο στο κέντρο, μετά από επώαση 15 dx 25°C. Μάρτυρας μόνο 
με εμβόλιο Α. flavus (αριστερά), A. Flavus με Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 
βακτηρίου 4 χρόνια) (κέντρο), A.flavus με Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 
βακτηρίου 1 μήνα) (δεξιά).
Στον πίνακα 19 έχουμε τις μετρήσεις των ζωνών αναστολής του βακτηρίου 
Pseudomonas sp με τους μύκητες R.solani, A.flavus και P.expansum. Σύμφωνα με τις 
μετρήσεις μας η αναστολή είναι διαφορετική σε κάθε μύκητα. Την μεγαλύτερη 
αναστολή έχουμε στον μύκητα A.flavus.
Πίνακας19: Ζώνες αναστολής μυκήτων από το βακτήριο Pseudomonas sp.
Ζώνες αναστολής (mm) 3d 9d
Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) + Rhizoctonia 
solani 10,02 8,89
Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) + Aspergillus 
flavus 26,38 15,9
Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) + P.expansum 3,96 3,41
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4.8.2 Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση του βακτηρίου Pseudomonas sp ενάντια 
στους μύκητες Aspergillus flavus και Rhizoctonia solani
Στις εικόνες 31 και 32 έχουμε την μέτρηση της ελάχιστης ανασταλτικής 
συγκέτρωσης του βακτηρίου ενάντια στην R.solani με ολόκληρα κύτταρα και με 
διηθημένο υπερκείμενο. Όπως φαίνεται στην εικόνα 31 στο 5% έχουμε αναστολή του 
μύκητα ενώ στην εικόνα 32 δεν έχουμε καμία ανασταλτική δράση από το διήθημα 
ενάντια στον μύκητα.
1% 5%control 0,1% 10%
10%ontrol 0.1%
Εικόνα 31: Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση του βακτηρίου Pseudomonas sp 
(ζωντανά κύτταρα) για τον μύκητα Rhizoctonia solani (από αριστερά προς τα δεξιά η 
ελάχιστη προς την μέγιστη συγκέντρωση του βακτηρίου). Παρατηρούμε ότι στο 5% 
και 10% έχουμε αναστολή του μύκητα. Επίσης, στην αριστερή εικόνα στο 5% και 
10% παρατηρούμε μαύρο ίζημα το οποίο οφείλεται στην ανάπτυξη του βακτηρίου
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Εικόνα 32: Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση του βακτηρίου Pseudomonas sp 
(υπερκείμενο υγρό καλλιέργειας, διηθημένο στα 0,45Km) για τον μύκητα Rhizoctonia 
solani (από αριστερά προς τα δεξιά η μέγιστη προς την ελάχιστη συγκέντρωση του 
βακτηρίου). Δεν παρατηρούμε καμία μείωση στο ίζημα της Rhizoctonia solani έπειτα 
από την προσθήκη του βακτηρίου σε σχέση με τον μάρτυρα.
Στο Διάγραμμα 10 έχουμε την μέτρηση της ανασταλτικής συγκέντρωσης της 
Pseudomonas sp με τον A.flavus. Παρατηρούμε ότι με τα ζωντανά κύτταρα είχαμε 
μείωση 1log σε σχέση με τον μάρτυρα αλλά και με το διήθημα της Pseudomonas sp.
6 
5 
4
1  3
£
2
_ο
1 
0
Aspergillus flavus Aspergillus flavus + Aspergillus flavus + 
(control) Pseudomonas sp Pseudomonas sp
ζωντανά κύτταρα υπερκείμενο διηθημένο
Διάγραμμα 10: Καταμέτρηση πληθυσμού A. flavus σε PDB (30°Cx 2d) ως 
μονοκαλλιέργεια -  μάρτυρας (αριστερά), μετά από συγκαλλιέργεια με ίσο όγκο 
καλλιέργειας ζωντανών κυττάρων Pseudomonas sp (κέντρο), και μετά από 
συγκαλλιέργεια με το διήθημα (από φίλτρα 0,45μm) του υπερκείμενου υγρού 
καλλιέργειας κυττάρων Pseudomonas sp (δεξιά).
95
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
4.8.3 Μέτρηση μείωσης πληθυσμού του μύκητα Penicillium expansum και της ζύμης 
Rhodotorula mucilaginosa μετά από συγκαλλιέργεια με το βακτήριο Pseudomonas sp
Στην εικόνα 33 έχουμε τον Penicillium expansum (μάρτυρας), Penicillium 
expansum-Pseudomonas sp (στην μέση), Penicillium expansum- Pseudomonas sp 
pasteurized (δεξιά). Παρατηρούμε ότι στην μεσαία κωνική έχουμε εμφανή μείωση 
στο μύκητα. Το ίδιο φάινεται και στην εικόνα 34 έχουμε δηλαδή μείωση της 
ανάπτυξης του μύκητα.
Εικόνα 33: Penicillium expansum (μάρτυρας), Penicillium expansum-Pseudomonas 
sp (στην μέση), Penicillium expansum-Pseudomonas sp pasteurized (δεξιά).
Εικόνα 34: Συγκαλλιέργεια Penicillium expansum-  Pseudomonas sp στις 3d 
ζύμωσης στα 250rpm x 25°C (τρυβλίο αριστερά) και συγκαλλιέργεια Penicillium 
expansum- Pseudomonas sp στις 18d ζύμωσης στα 250rpm x 25°C (τρυβλίο δεξιά).
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Στο Διάγραμμα 8 έχουμε την μέτρηση της βιομάζα του μύκητα P.expansum. 
Παρατηρούμε ότι στην κωνική με την συγκαλλιέργεια της Pseudomonas sp 1ml και 
του Penicillium expansum 1ml έχουμε σημαντική μείωση στην βιομάζα του μύκητα 
σε σχέση τον μάρτυρα η οποία είναι περίπου στα 5gr/l (~60% μείωση βιομάζας).
6J3
ι Β ιομάζα gr/l
Μ άρτυρας
Penicillium
expansum
P.expansum  +  P .expansum  +
Pseudom onas sp Pseudom onas sp
(pasteurized cells) (live cells)
Διάγραμμα 7: Μέτρηση βιομάζας του μύκητα Penicillium expansum στις 8d
ζύμωσης.
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Σ τ η ν  ε ι κ ό ν α  4 8  έ χ ο υ μ ε  κ ω ν ι κ έ ς  μ ε  τ ις  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  Rhodotorula 
mucilaginosa, Pseudomonas sp κ α ι  τ ις  σ υ γ κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  Rhodotorula mucilaginosa -  
Pseudomonas sp, Rhodotorula mucilaginosa- Pseudomonas sp p a s te u r iz e d
Εικόνα48: Rhodotorula mucilaginosa (μ ά ρ τ υ ρ α ς ) ,  Pseudomonas sp (μ ά ρ τ υ ρ α ς ) ,  
Rhodotorula mucilaginosa- Pseudomonas sp, Rhodotorula mucilaginosa- 
Pseudomonas sp p a s te u r iz e d  ( α π ό  α ρ ισ τ ε ρ ά  π ρ ο ς  τ α  δ ε ξ ιά )  σ τ ις  6 4 h  ζ ύ μ ω σ η ς  σ τ α  
2 5 0 r p m  x  2 5 ° C.
Σ τ α  Δ ι α γ ρ ά μ μ α τ α  8 a  κ α ι  8 b  π α ρ α τ η ρ ο ύ μ ε  ό τ ι  σ ε  ό λ ε ς  τ ις  ώ ρ ε ς  τ ω ν  
δ ε ιγ μ α τ ο λ η ψ ιώ ν  έ χ ο υ μ ε  μ ε ίω σ η  σ τ ο ν  π λ η θ υ σ μ ό  τ η ς  Rhodotorula mucilaginosa σ τ η ν  
κ ω ν ικ ή  μ ε  τ η ν  σ υ γ κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α  Rhodotorula mucilaginosa 1 m l κ α ι  Pseudomonas sp 
1 m l. Η  σ η μ α ν τ ικ ό τ ε ρ η  μ ε ίω σ η  π α ρ α τ η ρ ε ίτ α ι  σ τ ις  4 5 - 6 4 h  η  ο π ο ία  ε ί ν α ι  π ε ρ ί π ο υ  1 ,1 lo g  
σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο ν  μ ά ρ τ υ ρ α . Ε ν ώ  o  π λ η θ υ σ μ ό ς  τ η ς  Pseudomonas sp δ ε ν  ε π η ρ ε ά ζ ε τ α ι  
α π ό  τ η ν  π ρ ο σ θ ή κ η  τ η ς  Rhodotorula mucilaginosa.
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0h 19h 45h  64h
a
■ Control Rhodotorula  
m ucilaginosa 1ml
■ R hodotorula mucilaginosa  
1ml + Pseudom onas sp 1ml
■ R hodotorula mucilaginosa  
1ml + Pseudom onas sp past 
1ml
ώ ρ ες δ ε ιγ μ α το λ η ψ ία ς
Διάγραμμα 8a: Κ α τ α μ έ τ ρ η σ η  τ ο υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ  τ η ς  R h o d o t o r u l a  m u c i l a g i n o s a  σ τ α  
2 5 0 r p m  σ τ ο υ ς  2 5 ° C .
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0h 19h 45h  64h
b
■ Control Pseudom onas sp 1ml
■ Pseudom onas sp 1ml+  
R hodotorula mucilaginosa  
1ml
■ Pseudom onas sp past 1ml + 
R hodotorula m ucilaginosa 1ml
ώ ρ ες δ ε ιγ μ α το λ η ψ ία ς
Διάγραμμα 8b: Κ α τ α μ έ τ ρ η σ η  π λ η θ υ σ μ ο ύ  P s e u d o m o n a s  s p σ τ α  2 5 0 r p m  σ τ ο υ ς  2 5 ° C .
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4 .9  Σ υ ζ ή τ η σ η  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν
Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τ ις  μ ο ρ ια κ έ ς  κ α ι  β ιο χ η μ ικ έ ς  δ ο κ ιμ έ ς  π ρ ό κ ε ι τ α ι  γ ι α  έ ν α  G r a m  
α ρ ν η τ ικ ό  β α κ τ ή ρ ιο  τ ο  ο π ο ίο  α ν ή κ ε ι  σ τ ο  γ έ ν ο ς  Pseudomonas κ α ι  έ χ ε ι  σ υ γ γ έ ν ε ι α  μ ε  
τ η ν  Pseudomonas fluorescens FH5 ή  τ η ν  P.sp. FSL W5-0203. Ε ί ν α ι  θ ε τ ικ ό  γ ια  τ η ν  
π α ρ α γ ω γ ή  ο ξ ε ι δ ά σ η ς  κ α ι  κ α τ α λ ά σ η ς  , μ ε  κ ιν η τ ικ ό τ η τ α  κ α ι  έ χ ε ι  τ η ν  ικ α ν ό τ η τ α  ν α  
δ ια σ π ά  τ ο  κ ιτ ρ ικ ό  ο ξ ύ ,  ε π ίσ η ς  έ χ ε ι  λ ιπ ο λ υ τ ικ ή  ικ α ν ό τ η τ α  μ ό ν ο  σ τ ο υ ς  8 °C  κ α ι  ό χ ι  
σ τ ο υ ς  2 0 ° C . Έ χ ε ι  τ η ν  ικ α ν ό τ η τ α  ό τ α ν  δ ιη θ ε ίτ α ι  ν α  π ε ρ ν ά ε ι  α π ό  τ α  0 ,4 5 μ m  α λ λ ά  κ α ι  
α π ό  τ α  0 ^ m ,  τ ο  ο π ο ίο  ε ί ν α ι  α σ ύ ν η θ ε ς  κ α ι  κ α ι ν ο ύ ρ γ ιο ,  κ α θ ώ ς  σ χ ε δ ό ν  ό λ ε ς  ο ι  
Pseudomonas έ χ ο υ ν  δ ιά μ ε τ ρ ο  0 ,5  μ έ χ ρ ι  ^ m  κ α ι  σ ε  μ ή κ ο ς  1 ,5  μ ε  5 μ m  (P a l le r o n i  e t  
a l.,  1 9 8 4 )  α ν  κ α ι  τ ο  σ τ έ λ ε χ ο ς  Pseudomonas chlororaphilis GP72 έ χ ε ι  δ ιά μ ε τ ρ ο  0 ,3 ­
0 ,8  x  1 - 1 ,1 p m  (L iu  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  Κ α τ ά  τ η ν  δ ιά ρ κ ε ια  τ η ς  κ α λ λ έ ρ γ ε ι ά ς  τ ο υ  
π α ρ α τ η ρ ε ίτ α ι  η  α ν ά π τ υ ξ η  ε ν ό ς  μ π λ έ -  μ α ύ ρ ο υ  χ ρ ώ μ α τ ο ς  τ ο  ο π ο ί ο  σ υ ν ά δ ε ι  μ ε  τ η ν  
β ι β λ ι ο γ ρ α φ ί α  κ α θ ώ ς  υ π ά ρ χ ε ι  μ ια  ν έ α  ο μ ά δ α  π ο υ  α ν ή κ ε ι  σ τ η ν  Pseudomonas 
fluorescens π ο υ  π α ρ ά γ ε ι  α υ τ ή ν  τ η ν  μ π λ ε  χ ρ ω σ τ ικ ή  α λ λ ά  α κ ό μ α  δ ε ν  έ χ ε ι  δ ι ε ρ ε υ ν η θ ε ί  
τ ο  γ ε γ ο ν ό ς  γ ια τ ί  π α ρ ά γ ε ι  α υ τ ή ν  τ η ν  χ ρ ω σ τ ικ ή  κ α ι  κ ά τ ω  α π ό  π ο ι ε ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  
(A n d r e a n i e t  a l.,  2 0 1 5 ;  A n d r e a n i e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  M a r t in  e t  a l.,  2 0 1 1 ) .  Α κ ό μ α ,  δ ε ν  έ χ ε ι  
τ α υ τ ο π ο ι η θ ε ί  η  χ ρ ω σ τ ικ ή  α υ τ ή . Ε π ίσ η ς ,  σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τ η ν  A n d r e a n i e t  a l.,  2 0 1 5  η  
χ ρ ω σ τ ικ ή  α υ τ ή  π α ρ ά γ ε τ α ι  σ τ ο υ ς  6 ° C  κ α ι  2 2 ° C  σ τ ο  P o t a t o  D e x t r o s e  A g a r , ε ν ώ  ε μ ε ίς  
σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τ ις  μ ε τ ρ ή σ ε ις  μ α ς  τ η ν  β έ λ τ ισ τ η  π α ρ α γ ω γ ή  τ ο υ  μ α ύ ρ ο υ  χ ρ ώ μ α τ ο ς  τ η ν  
ε ί χ α μ ε  μ ό ν ο  σ τ ο υ ς  2 5 ° C  κ α θ ώ ς  σ τ ις  χ α μ η λ ό τ ε ρ ε ς  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί ε ς  δ ε ν  π α ρ α τ η ρ ή θ η κ ε  
μ α ύ ρ ο ς  χ ρ ω μ α τ ισ μ ό ς  τ ω ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν . Τ ο  β έ λ τ ι σ τ ο  p H  α ν ά π τ υ ξ η ς  τ ο υ  β α κ τ η ρ ίο υ  π ο υ  
μ ε λ ε τ ή θ η κ ε  ε ί ν α ι  τ ο  p H  9 , ε ν ώ  τ ο  β έ λ τ ι σ τ ο  p H  τ ω ν  Pseudomonas ε ί ν α ι  σ υ ν ή θ ω ς  
κ ο ν τ ά  σ ε  ο υ δ έ τ ε ρ ο  p H  ( μ π ο ρ ο ύ ν  κ α ι  α ν α π τ ύ σ σ ο ν τ α ι  κ α ι  σ ε  p H  4 ,5 ,  α π λ ά  
α ν α π τ ύ σ σ ο ν τ α ι  μ ε  μ ι κ ρ ό τ ε ρ ο  ρ υ θ μ ό ) .  Ω σ τ ό σ ο ,  υ π ά ρ χ ο υ ν  ψ ε υ δ ο μ ο ν ά δ ε ς  ό π ω ς  η  
Pseudomonas alcaliphila π ο υ  έ χ ε ι  β έ λ τ ι σ τ ο  p H  α ν ά π τ υ ξ η ς  1 0  ( Y o m o t o  e t  a l .,  2 0 0 1 ) .  
Ε π ίσ η ς ,  η  α ν ά π τ υ ξ η  σ ε  χ α μ η λ έ ς  σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  ά λ α τ ο ς  κ ά π ο ι ε ς  φ ο ρ έ ς  υ φ ίσ τ α τ α ι  κ α ι  
σ ε  ά λ λ α  σ τ ε λ έ χ η  Pseudomonas κ α θ ώ ς  τ ο  N a C l  β ο η θ ά ε ι  σ τ ις  ε ν δ ο κ υ τ τ α ρ ικ έ ς  
λ ε ι τ ο υ ρ γ ί ε ς  ( Y o m o t o  e t  a l.,  2 0 0 1 ;  G a r c ia  e t  a l.,  1 9 8 3 ;  K r u lw ic h  e t  a l.,  1 9 8 2 ;  G u f fa n t i  
e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
Ό σ ο ν  α φ ο ρ ά  τ η ν  α ν τ ιμ ικ ρ ο β ια κ ή  δ ρ ά σ η , γ ε ν ι κ ά  ο ι  Pseudomonas 
χ ρ η σ ιμ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  γ ι α  τ η ν  β ι ο π ρ ο σ τ α σ ί α  ε ν ά ν τ ι α  φ υ τ ο π α θ ο γ ό ν ω ν  μ υ κ ή τ ω ν  κ α θ ώ ς  
π α ρ ά γ ο υ ν  μ ια  μ ε γ ά λ η  γ κ ά μ α  α π ό  μ ε τ α β ο λ ίτ ε ς  ο ι  ο π ο ί ο ι  έ χ ο υ ν  α ν τ ιμ υ κ η τ ια κ ή  δ ρ ά σ η  
( L ig o n  e t  a l . ,2 0 0 0 ) .  Η  Pseudomonas stutzeri YP-L π α ρ ά γ ε ι  ε ξ ω κ υ τ τ α ρ ικ ά  χ ι τ ι ν ά σ ε ς
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και λαμιναρινάσες τα οποία μπορούν να αναστείλλουν την ανάπτυξη του μύκητα 
Fusarium solani (Lim et al., 1991). H Pseudomonas fluorescens A506 
χρησιμοποιείται για την εξάλειψη του βακτηριακού καψίματος το οποίο οφείλεται 
από την Erwinia amylovora σε μήλα και αχλάδια (Temple et al., 2004). Σύμφωνα με 
τις δικές μας μετρήσεις, όσον αφορά τα βακτήρια δεν είχαμε καμία αναστολή στα 
τροφοπαθογόνα βακτήρια που μελετήθηκαν ούτε από τα ζωντανά κύτταρα, αλλά ούτε 
από τις ενδοκυτταρικές ή εξωκυτταρικές ουσίες που μπορεί να παράγει το βακτήριο. 
Στους μύκητες από την άλλη πλευρά είχαμε σημαντικά αποτελέσματα. Είχαμε 
αναστολή από τα ζωντανά κύτταρα της Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) 
στους μύκητες Rhizoctonia solani και Aspergillus flavus. Επίσης, και με την παλιά 
καλλιέργεια Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 4 χρόνια), αλλά και την πρόσφατη 
καλλιέργεια Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) είχαμε σημαντική μείωση του 
μυκηλίου των μυκήτων P.expansum, A.flavus, Λ solani σε σχέση με τους μάρτυρες 
τους. Οι μύκητες αυτοί είναι φυτοπαθογόνοι και επιπλέον ο A. Flavus παράγει 
αφλατοξίνες σε τρόφιμα, γεγονός που σημαίνει ότι υπάρχει πιθανώς περιθώριο 
αξιοποίησης αυτού του βακτηρίου στη βιολογική καταπολέμηση φυτοπαθογόνων 
μυκήτων και τη συντήρηση και ασφάλεια τροφίμων. Στην συγκαλλιέργεια του 
βακτηρίου Pseudomonas sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) με τον P.expansum είχαμε 
σημαντική μείωση στην βιομάζα του μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα η οποία ήταν 
περίπου της τάξεως του 60% (ως συγκέντρωση ξηρής βιομάζας). Στην 
συγκαλλιέργεια του βακτηρίουPseudomonαs sp (ανακαλλιέργεια 1 μήνα) με την 
Rhodotorula mucilaginosa είχαμε σημαντική μείωση στον πληθυσμό της Rhodotorula 
mucilaginosa στις 45h και 64h περίπου 1,1 log σε σχέση με τον μάρτυρα. Τέλος, η 
ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση (MIC) και για τα ζωντανά κύτταρα 
Pseudomonas αλλά και για τα εξωκυτταρικό του διήθημαέναντι του μύκητα 
Aspergillus flavus είναι πάνω από συγκέντρωση 10% σε συνθετικό υπόστρωμα. 
Πάντως, ύστερα από συγκαλλιέργεια του Aspergillus flavus με ζωντανά κύτταρα 
Pseudomonas sp παρατηρήθηκε μείωση του μύκητα κατά 1 log cfu/ml, ενώ η 
συγκαλλιέργεια Aspergillus flavus με παστεριωμένα κύτταρα Pseudomonas sp δεν 
προκάλεσε καμμία μείωση στον πληθυσμό του μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα. 
Στην Rhizoctonia solani είχαμε αναστολή σε συγκέντρωση 5% και 10% (MIC = 5%) 
ζωντανών κυττάρων του βακτηρίου Pseudomonas sp,χωρίς να υπάρχει θανάτωση του 
μύκητα σε αυτές τις δύο συγκεντρώσειςτου βακτηρίου (όταν πραγματοποιήθηκε
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α ν α κ α λ λ ιέ ρ γ ε ι α  μ ε  ε π ίσ τ ρ ω σ η  σ ε  P o t a t o  D e x t r o s e  A g a r  γ ια  ν α  δ ι α π ι σ τ ώ σ ο υ μ ε  α ν  
έ χ ο υ μ ε  κ α ι  θ α ν ά τ ω σ η  τ ο υ  μ ύ κ η τ α , τ ε λ ικ ά  ο  μ ύ κ η τ α ς  α ν α π τ ύ χ θ η κ ε  α π ο υ σ ί α  τ ο υ  
Pseudomonas).
102
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:16:31 EEST - 137.108.70.6
Κεφάλαιο 5ο: Συμπεράσματα
S  Σύμφωνα με τις βιοχημικές και τις μοριακές μεθόδους ταυτοποιήσεις 
έχουμε ένα Gram αρνητικό βακτήριο που ανήκει στο γένος 
Pseudomonas. Σύμφωνα με το φυλογενετικό δένδρο μέχρι στιγμής 
μπορεί να πρόκειται για ένα νέο στέλεχος το οποίο έχει συγγένεια με 
την Pseudomonas fluorescens FH5, ή P.sp FSL W5-0203. Η τελική 
ταυτοποίηση του γονιδιώματος είναι σε αναμονή.
S  Το βακτήριο έχει την ικανότητα να περνάει από φίλτρα με μέγεθος 
πόρων 0 ^ m  και να αναπτύσσεται κανονικά,πράγμα σπάνιο σύμφωνα 
με την διεθνή βιβλιογραφία.
S  Επίσης, έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται σε πληθώρα 
υποστρωμάτων είτε εκλεκτικών είτε γενικής χρήσεως με και χωρίς την 
χρήση αντιβιοτικών. Παρά το γεγονός ότι είναι βακτήριο 
αναπτύσσεται πολύ καλύτερα σε υποστρώματα μυκήτων με την 
παρουσία ή όχι αντιβιοτικού (π.χ. χλωραμφενικόλη). Για παράδειγμα, 
αναπτύσσεται πιο γρήγοραστο κατάλληλο για μύκητες Potato Dextrose 
Agar χωρίς αντιβιοτικό από ότι στο υπόστρωμα για Ψευδομονάδες 
Pseudomonas Agar Base, και επιπλέον αναπτύσσεται και στο 
υπόστρωμα Rose Bengal Chloramphenicol Agar Base με την 
προσθήκη Chloramphenicol, το οποίο είναι αντιβιοτικό που 
προστίθεται στο υπόστρωμα για την αναστολή των βακτηρίων.
S  Έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται σε διαφορετικές θερμοκρασίες 
4°C- 25°C με την σημαντικότερη διαφορά ότι από τους 14°C περίπου 
καιπάνω, και κυρίως στους 25°C έχουμε την εμφάνιση ενός λαδί/ 
μαύρου χρώματος, πιθανότατα λόγω παραγωγής χρωστικής τύπου 
μελανίνης, η σύσταση και ο βιολογικός ρόλος της οποίας χρήζει 
περαιτέρω προσδιορισμού και διευρεύνησης. Σημειωτέον ότι σε 
χαμηλότερες θερμοκρασίες (4°C και 8°C)οι αποικίες είναι άσπρες, 
δηλαδή δεν υπάρχει παραγωγή της χρωστικής. Μέχρι στιγμής στην 
βιβλιογραφία δεν εξακριβωθεί τι είναι η χρωστική αυτή.
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Α  Μ π ο ρ ε ί  κ α ι  α ν α π τ ύ σ σ ε τ α ι  π ο λ ύ  κ α λ ά  σ ε  έ ν α  μ ε γ ά λ ο  ε ύ ρ ο ς  τ ιμ ώ ν  p H  
α π ό  τ ο  p H 4  μ έ χ ρ ι  κ α ι  τ ο  p H 1 0  μ ε  β έ λ τ ι σ τ ο  τ ο  9 , γ ε γ ο ν ό ς  ε π ίσ η ς  
α σ υ ν ή θ ισ τ ο .  Α κ ό μ α ,  μ π ο ρ ε ί  ν α  α ν α π τ ύ σ σ ε τ α ι  κ α ι  π α ρ ο υ σ ί α  ά λ α τ ο ς  
( N a C l)  μ έ χ ρ ι  2 %  ε ξ ί σ ο υ  κ α λ ά  κ α ι  π α ρ ά γ ο ν τ α ς  τ η ν  χ ρ ω σ τ ικ ή .  
Α ν τ ίθ ε τ α , α ν α σ τ έ λ λ ε τ α ι  σ ε  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  α λ α τ ιο ύ  ( N a C l)  3 %  .
Α  Ό σ ο ν  α φ ο ρ ά  τ η ν  α ν τ ιμ ικ ρ ο β ια κ ή  δ ρ ά σ η  τ η ν  ο π ο ία  ε λ έ γ ξ α μ ε  ε ν ά ν τ ι α  
σ ε  β α κ τ ή ρ ια  κ α ι  μ ύ κ η τ ε ς  ε ίτ ε  χ ρ η σ ιμ ο π ο ι ώ ν τ α ς  ο λ ό κ λ η ρ α  τ α  ζ ω ν τ α ν ά  
κ ύ τ τ α ρ α , ε ίτ ε  π α σ τ ε ρ ι ω μ έ ν α  κ ύ τ τ α ρ α , ε ίτ ε  τ ο  δ ι η θ η μ έ ν ο  υ π ε ρ κ ε ί μ ε ν ο  
υ γ ρ ό  τ η ς  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α ς ,  π α ρ α τ η ρ ή σ α μ ε  ό τ ι  τ α  ζ ω ν τ α ν ά  κ ύ τ τ α ρ α  κ α ι  σ ε  
κ ά π ο ι ε ς  π ε ρ ιπ τ ώ σ ε ις  κ α ι  τ ο  δ ι η θ η μ έ ν ο  υ γ ρ ό  τ η ς  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α ς  τ ο υ  
β α κ τ η ρ ίο υ  ε ί χ α ν  σ η μ α ν τ ικ ή  α ν τ ιμ υ κ η τ ια κ ή  δ ρ ά σ η , ε ν ώ  δ ε ν  
π α ρ α τ η ρ ή θ η κ ε  κ ά π ο ι α  α ν τ ιβ α κ τ η ρ ια κ ή  δ ρ ά σ η  σ τ α  β α κ τ ή ρ ι α - σ τ ό χ ο υ ς  
π ο υ  ε ξ ε τ ά σ τ η κ α ν .  Έ ν α ν τ ι  τ ω ν  μ υ κ ή τ ω ν  π ο υ  ε ξ ε τ ά σ τ η κ α ν  ε ίχ α μ ε  
σ η μ α ν τ ικ έ ς  μ ε ιώ σ ε ις  α λ λ ά  κ α ι  α ν α σ τ ο λ ή  α ν ά π τ υ ξ η ς  κ α ι  σ τ ο υ ς  τ ρ ε ι ς  
μ ύ κ η τ ε ς  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ι ή σ α μ ε  Penicillium expansum, Aspergillus 
flavus, Rhizoctonia solani α λ λ ά  κ α ι  σ τ η ν  ζ ύ μ η  Rhodotorula 
mucilaginosa. Α υ τ ό  π ο υ  δ ια π ισ τ ώ σ α μ ε  ή τ α ν  ό τ ι  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο  
β α κ τ ή ρ ιο  π ο υ  κ α λ λ ι ε ρ γ ο ύ σ α μ ε  τ α  τ ε λ ε υ τ α ί α  4  χ ρ ό ν ι α ,  τ ο  β α κ τ ή ρ ιο  π ο υ  
α ν α κ α λ λ ι ε ρ γ ο ύ σ α μ ε  μ ό ν ο  γ ι α  1 μ ή ν α  ε ί χ ε  ι σ χ υ ρ ό τ ε ρ η  α ν τ ιμ ικ ρ ο β ια κ ή  
δ ρ ά σ η , π ρ ά γ μ α  π ο υ  σ η μ α ίν ε ι  ό τ ι  ίσ ω ς  μ ε τ ά  α π ό  τ ις  σ υ ν ε χ ε ί ς  
α ν α κ α λ λ ιέ ρ γ ε ι ε ς  σ ε  σ υ ν θ ε τ ικ ό  υ π ό σ τ ρ ω μ α  ( χ ω ρ ίς  τ η ν  π α ρ ο υ σ ί α  
μ υ κ ή τ ω ν - σ τ ό χ ω ν )  υ π ο β α θ μ ί σ τ η κ ε  σ τ α δ ια κ ά  η  δ ρ α σ τ ικ ό τ η τ α  τ ο υ  
έ ν α ν τ ι  τ ω ν  μ υ κ ή τ ω ν .
Α  Σ υ ν ο λ ικ ά ,  η  έ ρ ε υ ν ά  μ α ς  έ δ ε ι ξ ε  ό τ ι  μ ά λ λ ο ν  π ρ ό κ ε ιτ α ι  γ ι α  έ ν α  
κ α ι ν ο ύ ρ γ ι ο  ε ίδ ο ς  ή  σ τ έ λ ε χ ο ς  Pseudomonas μ ε  ιδ ια ίτ ε ρ α  
χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ά , τ ο  ο π ο ί ο  έ χ ε ι  α ν τ ιμ υ κ η τ ια κ ή  δ ρ ά σ η  π ο υ  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  
ν α  α ξ ι ο π ο ι η θ ε ί  σ τ η  β ιο λ ο γ ικ ή  κ α τ α π ο λ έ μ η σ η  φ υ τ ο π α θ ο γ ό ν ω ν  
μ υ κ ή τ ω ν  κ α ι  σ τ η ν  α σ φ ά λ ε ι α  κ α ι  σ υ ν τ ή ρ η σ η  τ ρ ο φ ίμ ω ν  ω ς  
β ιο π ρ ο σ τ α τ ε υ τ ικ ή  κ α λ λ ιέ ρ γ ε ια .
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